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RESUMO

CHALCOSKI. B. M. S. Hidrolases do suco digestivo do molusco-praga Achatina
fulica. 98 p. Dissertacdo de mestrado. Programa de Pés- graduacédo em Ciéncia e

Tecnologia Ambiental. Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Curitiba, 2018.
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Achatina fulica, popularmente denominado caramujo africano, € um molusco
terrestre pulmonado que atualmente esta na lista das 100 piores espécies invasoras
do mundo, sendo encontrada em quase todos o0s continentes, causando
desequilibrio ambiental. O suco digestivo de Achatina fulica (SDAf) é uma fonte de
enzimas muito atraente ao ponto de vista biotecnolégico. Este trabalho teve como
objetivo caracterizar o suco digestivo quanto a sua diversidade enzimatica e induzir
através de alimentacdo especifica, a producdo de enzimas de interesse, como
exemplo a fosfatase alcalina, para posteriormente realizar a purificacdo da desta
enzima pela metodologia de espumacgdo, ou separacdo adsortiva por bolhas
(“foaming”), comparadamente a outras técnicas conhecidas. As quantidades de
proteinas totais dos SDAf foram determinadas por quatro métodos distintos
Bradford, BCA, Biureto e Lowry, sendo o ultimo, como padrdo. Foram encontradas
atividades frente aos substratos polissacaridicos amilopectina de arroz, arabana de
macd, arabinogalactana de café cereja, celulose bacteriana, celulose-Kfaft de P.
taeda, goma guar, fitoglicogénio de milho, hemicelulose de bagago de cana , inulina,
paredes celulares de Neurospora crassa, pectina citrica, pululana e xiloglucana de
tamarindo. A inducdo alimentar dos individuos ndo proporcionou diferencas
significativas nos niveis enzimaticos especificamente visados quando os substratos
foram inulina ou pectina. Foram encontradas elevadas atividades enzimaticas
correlatas a glicosidases do tipo dissacaridases frente aos substratos pNF-
glucosideos. Os maiores niveis de atividades especificas foram para B -
Glucosidase, B — Glucuronidase e  — Galactosidase. O mesmo foi observado para
uma enzima de maior valor comercial, a fosfatase alcalina (ALP). A hidrélise com o
substrato P-nitrofenil-fosfato e, neste caso, o indutor inulina na dieta, favoreceu a
secrecdo de maior atividade enzimatica. A presenca da ALP no SDAf foi confirmada
através de um zimograma. A purificacdo para a ALP com as colunas de
cromatografia de troca idnica e fracionamento por precipitacdo de sulfato de amoénio
nao propiciaram bons resultados, o que foi logrado através de coluna de espumacéao
(“foaming”). Em comparagédo com a enzima nativa, a inclusdo de saponina a 0,25
mg/mL permitiu um enriqguecimento na ordem de 19%.

Palavras chave: Achatina fulica. Caramujo africano. Enzimas. Fosfatase alcalina.
Foaming.



ABSTRACT

CHALCOSKI.B. M. S. HYDROLASES FROM THE DIGESTIVE JUICE OF THE
SNAIL-PLAGUE Achatina fulica. 98 p. Dissertacao. Programa de Pés- graduacéo
em Ciéncia e Tecnologia Ambiental. Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.

Curitiba, 2018.

Achatina fulica, popularly known as the African snail, is a pulmonary terrestrial
mollusc that is currently on the list of the 100 worst invasive species in the world,
being found in almost all continents, causing environmental imbalance. The digestive
juice of Achatina fulica is a very attractive source of enzymes from a biotechnological
point of view. This work aimed to characterize the digestive juice (SDATf) as to its
enzymatic diversity and to induce through specific feeding, the production of
enzymes of interest, for example alkaline phosphatase, to later carry out the
purification of this enzyme by the foaming methodology , or foaming adsorption,
compared to other known techniques. Total protein amounts of SDAf were
determined by four distinct methods Bradford, BCA, Biureto and Lowry, the latter
being determined as standard. The following activities were found in relation to the
polysaccharide substrates: rice amylopectin, apple arabana, cherry coffee
arabinogalactan, bacterial cellulose, P. taeda cellulose-Kfaft, guar gum, corn
phytoglycogen, bagasse hemicellulose, inulin, Neurospora cell walls citrus pectin,
pullulan, tamarind xyloglucan. However, the dietary induction of the subjects did not
provide significant differences in the enzymatic levels when the substrates were
inulin or pectin. High enzymatic activities correlated with glycosidases of the
disaccharidases type were found against the pNF-glucoside substrates. The highest
levels of specific activities were for B - Glucosidase, B - Glucuronidase and 8 -
Galactosidase. The same was observed for a commercially available enzyme,
alkaline phosphatase (ALP), to hydrolyze with the substrate pNFF. The presence of
ALP in the SDAf was confirmed by a zymogram. Purification for ALP with ion
exchange chromatography columns and fractionation by ammonium sulfate
precipitation did not provide good results, which was achieved through a foaming
column. In comparison with the native enzyme, the inclusion of saponin at 0.25 mg /
mL allowed for a 19% enrichment.

KEYWORDS: African Snail, Enzymes, Alkaline Phosphatase.
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1 INTRODUCAO

As invasdes bioldgicas sao consideradas a segunda maior causa da perda de
biodiversidade, pois podem afetar negativamente ecossistemas, populacbes e
comunidades de espécies nativas, além de alterar ciclos ecoldgicos (BYERS et al.,
2002). O molusco terrestre Achatina fulica, conhecido popularmente como caramujo
gigante africano, tornou-se uma espécie invasora pela sua adaptabilidade, facil
reproducdo, resisténcia e por possuir habitos alimentares bem generalistas
COLLEY, EDUARDO; FISCHER (2011). Esta listado como uma das 100 piores
espécies invasoras do mundo de acordo com a base de dados Global Invasive
Species Database (GISD, 2015) e é considerado pelo IBAMA como uma praga
agricola (NEVES, 2003). Originario do leste da Africa, A. fulica hoje é encontrado em
quase todos os continentes (Africa, Américas, Leste e Sul da Asia e Oceania)
(RAUT; BARKER, 2002). Foi introduzido ilegalmente no Brasil em 1988 em uma feira
de Curitiba por um produtor que visava sua comercializacdo como ‘escargot’, 0 que,
no entanto, nao obtiveram aceitagdo dos consumidores, com 0 agravante de
liberacdo exemplares na natureza (COLLEY, EDUARDO; FISCHER, 2011; TELES,;
FONTES, 2002). E considerado um problema de sautde publica por ser hospedeiro
intermediario de duas espécies de parasitas nematodides do género Angiostrongylus:
A. Cantonensis, helminto agente etiolégico da zoonose meningite eosinofilica e A.
costaricensis responsavel pela angiostrongiliase abdominal (MORERA, 1988;
TELES; FONTES, 2002).

Devido a seu habito alimentar variado, o suco digestivo do A. fulica possui
uma ampla gama de enzimas hidroliticas, atraentes para uso industrial e
biotecnolégico em quantidades relevantes. NEUBERGER; RIVERS (1939)
exploraram outro modelo de caracol terrestre, Helixpomatia com seu insumo
enzimatico comercial, a Glusulase® (PERKIN). Estudos anteriores ja registraram
presenca de uma série de enzimas no suco digestivo do Achatina fulica (CARDOSO,
A. M. et al.,, 2012; EZERONYE; OKERENTUGBA, 2001; LEPAROUX; COLAS,
1994; MAEDA et al., 1996; SUN et al., 2012). O LQBB-UTFPR, local de execugéao
do projeto, ja fez algumas caracterizacdes de hidrolases presentes no suco digestivo
de outro molusco, outrora nativo e abundante no litoral paranaense, o “jatuta” ou

Megalobulimus paranaguensis (GEBARA, 1989). Ademais, uma enzima muito
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estudada na época, a a-4-O-Metil-Glucuronidase também foi caracterizada
(FONTANA et al., 1988).

As enzimas possuem fungdes vitais nos organismos, pois tém a capacidade
de catalise, ou seja, transformar e modificar a estrutura quimica de outras moléculas,
inclusive outras proteinas (WALSH, 2001). Sabendo-se da importancia das enzimas
para o controle metabdlico, a partir das primeiras décadas do século XX o
desenvolvimento de tecnologias enzimaticas se intensificou, devido as descobertas
de novas enzimas integrantes das vias metabolicas, melhor conhecimento de suas
propriedades e consolidagdo de enzimas de interesse industrial (COELHO;
SALGADO; RIBEIRO, 2008). Atualmente as enzimas estdo sendo utilizadas em
diversos segmentos da inddstria, 0 que inclui as areas alimenticia, cosmética,
farmacéutica, de nutricdo animal e até mesmo para pesquisa e desenvolvimento de
novos produtos ou processos ja existentes (LI; ADAMCIK; MEZZENGA, 2012).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho € induzir os moluscos A. fulica a
producdo de enzimas especificas para posterior caracterizacdo e purificacdo de seu
suco digestivo, a fim de disponibilizar uma nova fonte enzimas hidroliticas de
interesse biotecnolégico, além de tirar proveito deste molusco, considerado praga

urbana e agricola.



17

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar, dentro do variado elenco bioquimico de hidrolases do
suco digestivo do molusco A. fulica, aquelas que mais ativamente atuam
sobre polissacaridios da fitobiomassa e mais propriamente, as glicosidases
que hidrolisam substratos cromogénicos representativos da especificidade
para dissacaridios e com maior énfase para a atividade de fosfatase

alcalina, de maior valor comercial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acrescentar na dieta alimentar basal do molusco terrestre Achatina
fulica (verduras e legumes frescos), indutores simples (glicerol-P) ou
mais complexos (pectina, inulina) para posterior avaliagdo do incremento

do potencial hidrolitico do suco digestivo.

e Avaliar, por expedientes cromatogréficos simples (CCD — Cromatografia
em Camada Delgada) o desempenho das enzimas de interesse.

e Aplicar a técnica de separacdo adsortiva por bolhas (espumacdo;
“foaming”) no enriquecimento das atividades enzimaticas e

principalmente da fosfatase alcalina

e Comparar os resultados de enriquecimento enziméatico / purificagdo com
técnicas classicas tais como a precipitacdo com sulfato de aménio e
troca ibnica em resinas dos tipos DEAE+ e CM-, preparadas a partir de

fonte de baixo custo como o algodéo da varredura téxtil.
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e Comparar a economicidade de exploragdo do suco digestivo frente a
outras fontes de fosfatase alcalina tais como intestinos de camardo e

galinha ou leite bovino ndo pasteurizado.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Achatina fulica

Achatina fulica Bowdich 1822 é um molusco terrestre pulmonado de grande
porte conhecido erroneamente como caramujo gigante africano devido a sua
caracteristica terrestre, ja que caramujos sdo moluscos aquaticos e respiram através
das branquias (MAEDA et al., 1996). Oriundo do leste da Africa, sua distribuicéo
original tem limite ao sul da Africa do Sul até o norte da Somadlia, entretanto,
atualmente, a espécie estd amplamente distribuida por todos os continentes (Africa,
Américas, Leste e Sul da Asia e Oceania), inclusive regides de clima temperado
(RAUT; BARKER, 2002).

Os individuos adultos de A. fulica podem atingir mais de 200 g de peso, até
20 cm de concha, sendo esta caracterizada com tons de marrom haxurados que
variam de acordo com sua dieta. Nota-se que suas conchas geralmente possuem
enrolamento dextral (sentido horéario). Estes caracodis alcancam maturidade sexual a
partir dos quatro meses sendo hermafroditas com preferéncia a fecundacgao cruzada,
podendo realizar até 5 posturas por ano e colocar uma média de 300 ovos por
fecundacdo (ESTON et al.,, 2006; TELES; FONTES, 2002; TOMIYAMA;
MIYASHITA, 1992).

Figura 1: a) Achatina fulica b) Concha de A. fulica Fonte: O autor




20

O género Achatina apresenta cerca de 75 espécies porém apenas a A. fulica
foi introduzida em varios paises do mundo pelo seu potencial de comercializacéo
devido a seu tamanho avantajado, adaptabilidade, resisténcia a variaveis bidticas e
abidticas e facil reproducdo, caracteristicas que potencializaram seu perfil como
espécie invasora (COLLEY, EDUARDO; FISCHER, 2011; OLIVEIRA, M. P. D.,
1999). No Brasil o molusco, foi introduzido clandestinamente no final da década de
80 no estado do Parana. Em Outubro de 1990 foram expostos em uma feira
agropecuéria na cidade de Curitiba, 100 lotes desta espécie, onde matrizes eram
vendidas com objetivo de potencial comércio alimenticio denominados na época de
‘escargot chinés’ (COLLEY, EDUARDO; FISCHER, 2011; REINERT, 1990). A partir
desse evento comecou a ser feita uma ampla divulgacdo por meio de veiculos de
comunicacao onde surgiram até apostilas e fitas em VHS de cursos ensinando sua
criacdo e comercializacdo. A rejeicao do produto no mercado fez com que criadores
abandonassem e soltassem suas criagbes no ambiente. Outra forma de disperséo
da espécie foram os pesque-pagues, onde os moluscos eram utilizados como isca
(JUNQUEIRA, 2001). A resisténcia a altas temperaturas da espécie, sua elevada
taxa reprodutiva, crescimento e ganho de peso mais r4pido que os escargots
verdadeiros foram as caracteristicas biologicas utilizadas para refor¢car sua entrada
no mercado nacional. O primeiro registro desses animais livres no Parana foram nas
cidades de Morretes e Antonina no ano de 1994, entretanto em 2002 ja estavam
disseminados em todo o litoral paranaense (KOSLOSKI; FISCHER, 2002). Nos
ultimos relatos sobre a disseminacdo da espécie no pais, ja haviam sido
encontrados em todos estados brasileiros (MALDONADO JUNIOR et al., 2010)

Além de invasora a espécie também € considerada um problema de saude
publica, pois € responsabilizada por ser hospedeira intermediaria de parasitas
nematdides pertencentes ao género Angiostrongylus (TELES; FONTES, 2002).
Duas espécies desses vermes destacam-se do ponto de vista epidemiolégico,
Angiostrongylus cantonensis, helminto agente etiolégico da zoonose meningite
eosinofilica ou angiostrongiliase meningoencefalica e o Angiostrongylus
costaricensis resposavel pela angiostrongiliase abdominal, doenca que provoca
obstrugdes abdominais, inflamagdes do cedo e apéndice cecal (MORERA, 1988;
TELES; FONTES, 2002). Essas infecgbes ocorrem através da ingestdo da mucosa
do hospedeiro intermediario depositada em folhas de vegetais ou frutas sem

lavagem apropriada ou através do consumo direto do hospedeiro crus ou mal
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cozidos (KIM, D. Y. et al., 2002; NEUHAUSS et al., 2007; TOMA et al., 2002). Ha
relatos de moluscos terrestres parasitados por A. cantonensis no Espirito Santo,
Para, Parana, Pernambuco, Rio Grande Sul, Rio de Janeiro, Santa Catarina e S&o
Paulo (CALDEIRA et al.,, 2007; LIMA, A. R. M. C. et al., 2009; MALDONADO
JUNIOR et al., 2010; MOREIRA et al., 2013; OLIVEIRA, A. P. et al., 2015;
THIENGO, S. C. et al.,, 2010). CARVALHO et al. (2012) fez um amplo estudo em
areas portuarias brasileiras registrando a presenca de caramujos africanos
infectados com o larvas de A. Cantonensis. Dos 30 portos investigados, 11 deles
(36,6%) apresentaram moluscos infectados, entre eles os portos de Paranagud/PR,
Navegantes/SC Angra dos Reis/RJ e Ilhéus/BA. Ja a angiostrongiliase abdominal
causada pelo A. costaricensis ocorre nas regides Central, Sudeste e Sul do pais,
com dezenas de casos confirmados (ESTON et al., 2006). Entretanto, CARVALHO
et al. (2003) afirmaram que embora o caramujo africano seja suscetivel a infeccéo
por larvas de A. costaricensis, requer um alto nivel de exposicao larval para a
infeccdo o que demonstra que essa espécie de molusco apresenta até o momento
um baixo risco para a transmissao desse nematoide.

Outro problema decorrente do molusco Achatina spp. € o fato que apos a
morte dos individuos, rapidamente seu corpo mole é decomposto por bactérias e
outros decompositores, entretanto sua concha pode permanecer no ambiente por
décadas. Como esta geralmente fica com a abertura voltada para cima, se torna um
potencial criadouro para mosquitos do género Aedes spp., vetores de viroses como
dengue, febre amarela, febre Chikungunya e o virus Zika (ALMEIDA, MARCELO
NOCELLE, 2016). No Brasil, no ano de 2001, em Campinas/SP, foram encontradas
larvas de Aedes spp. em conchas de caramujos africanos (GOMES, M., 2016).

Em 2005 o IBAMA langou a Instrugdo Normativa n° 73 proibindo a introducéo,
criacdo e comercializacdo do molusco terrestre, com intuito de controlar e erradicar
esta espécie invasora, reforcando o parecer técnico 003/03 publicado em 2003 do
Ministério da Agricultura e a Portaria 102/98 do IBAMA que regulamentam o0s
criadouros de fauna exoética, considerando essas praticas ilegais (BARROS, 2005;
IBAMA, 1998; NEVES, 2003). Dentre os métodos de controle e erradicacdo do A.
fulica o de maior eficicia é o controle fisico, o qual se refere a coleta manual dos
individuos (COLLEY, E., 2012). A opc¢ao popular para eliminacdo dos moluscos apos
a coleta é a aplicacéao de sal, porém nao € recomendado, poisS Seu Uso em excesso

pode prejudicar o solo. O IBAMA recomenda que 0s moluscos sejam esmagados,
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cobertos com cal virgem e enterrados. Outras opc¢des eficientes sdo agua fervente
ou incineracdo, no entanto estas medidas devem ser tomadas com cautela
(THIENGO, SILVANA C. et al., 2007)

Os moluscos ocupam ambientes variados, possuem habitos alimentares
generalistas embora sejam herbivoros. Consomem alimentos de origem vegetal
como frutas, legumes, folhas, entre outros, porém na falta de alimentos naturais
podem consumir papéis, plasticos e até mesmo isopor. (COLLEY, EDUARDO;
FISCHER, 2011; FISCHER; COSTA; NERING, 2008; GARCIA; CHAVEIRO, 2011;
TELES; FONTES, 2002). Sobrevivem em diferentes ecossistemas, tanto naturais
guanto antropicos. O conjunto dessas caracteristicas demonstram o potencial
invasor da espécie (THIENGO, SILVANA C. et al., 2007).

Embora toda a problemética envolvendo o A. fulica, estes moluscos
terrestres possuem equipamento enzimético para uma versatil dieta e seu conteudo
gastrointestinal é de grande interesse biotecnolégico e pode ser aproveitado.
(EZERONYE; OKERENTUGBA, 2001; VAN WEEL, 1959). Estudos evidenciam a
capacidade de producao de algumas enzimas de interesse com inducdes de dietas
especificas listadas na tabela 1 a seguir.

Tabela 1: Enzimas encontradas no suco gastrointestinal do Achatina fulica. ( Continua)
Enzima Substrato para Hidrdlise Produto de hidrélise
amilase Amilose/ amilopectina glucose, maltossacarideos
Catepsina, outras proteases Soro Albumina Bovina aas, peptideos
Sacarase (invertase) Sacarose glucose, frutose

B — N- acetil- glucosaminidase Quitina N-acetil-D-Glucosamina
quitosanase Quitosana D-Glucosamina

B — glucuronidase Conjugados diversos Acido Glucurénico

a — arabinofuranosidase ArabinoXilana L-Arabinose

endo — glucanase Celulose Celodextrinas
celobiohidrolase | e Il Celobiose Glucose

B — frutosidase Inulina, Sacarose D-Frutose

B — fucosidase Fucanas, Glicoproteinas L-Fucose

a — galactosidase Galactomananas Galactose

B — galactosidase Lactose Galactose

B — glucanase B-Glucanas de cereais Glucose

a — glucosidase Maltose Glucose

B — glicosidase Celobiose Glucose
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(Conclusao)

a — manosidase a —Manana de levedura Manose

B — manosidase B —Mananas de coniferas Manose

a — ramnosidase Ramnopectinas L-rhamnose
B — xilanase Hemicelulose de gramineas D- Xilose

B — xilosidase Xilobiose D-Xilose

Fonte:(CARDOSO, ALEXANDER M. et al., 2012; LEPAROUX; COLAS, 1994; MAEDA et al., 1996;
SUN et al., 2012; VAN WEEL, 1959).

3.2 ENZIMAS

As enzimas sdo um subconjunto de proteinas que catalisam reacdes
guimicas, transformando substratos macromoleculares e pequenas moléculas. A
arquitetura tridimensional precisa das enzimas permite seletividade em etapas
fisicas e quimicas além de atuar em regides de alta especificidade (WALSH, 2001)
Os processos enzimaticos sdo conduzidos sob condi¢cbes Otimas de temperatura,
ambiente, pressdo atmosférica e pH, variando de acordo com o perfil de cada
enzima (SHELDON; VAN PELT, 2013).

As enzimas sao utilizadas em diversos seguimentos da industria, entre eles
as areasalimenticias, de cosméticos, medicamentos, nutricdo animal e até mesmo
para pesquisa e desenvolvimento de novos produtos ou aperfeicoamento de
processos ja existentes. Existe uma infinidade de enzimas. S&o estimadas mais de
80 mil enzimas s6 no corpo humano. As enzimas utilizadas comercialmente, em
geral sdo de origem microbiana, por serem mais estaveis que as enzimas derivadas
de plantas e animais (ANBU et al., 2013; LI et al.,, 2012). Entre os produtores de
enzimas de interesse industrial e bioecnologico destacam-se as leveduras, bactérias
e fungos filamentosos, pela sua capacidade de secretar uma quantidade razoavel de
substancias, grande variedade de enzimas em curto periodo de cultivo e facilidade
de crescimento em uma variedade de substratos incluindo residuos industriais
(ANBU et al., 2013).

A eficiéncia na produgdo de enzimas de origem microbiana depende de
uma série de fatores, entre eles, a quantidade adequada de substrato para manter a

atividade enzimatica, variaveis como pH, temperatura e tempo, ideais para manter
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essa atividade (KRABBE, 2011). A utilizacdo de enzimas em processos permitem
uma série de vantagens, como reducaodo impacto adverso da manufatura em nosso
ecossistema reduzindo o consumo de grandes quantidades de matérias-primas,
energia e geracdo de residuos, em comparagcdo com O processo quimico, sendo
assim benéfico tanto para indUstrias quanto para o meio ambiente (SHELDON; VAN
PELT, 2013).

Este trabalho teve como enfoque demonstrar as caracteristicas do SDAf (suco
digestivo do Achatina fulica) como fonte enzimatica, evidenciando seu potencial a
ser aplicado em diversas areas como nas industrias alimenticia e farmacéutica, pois
além de ser uma alternativa viavel economicamente ainda contribui com a
preservacdo do meio ambiente, devido a problematica que envolve o molusco A.
fulica nos ecossistemas em que se encontram no Brasil. Para a execucdo de
métodos de purificagdo enzimatica atraves de processos biotecnoldgicos, é de suma
importancia a escolha de uma metodologia de baixo custo e com menor geracao de
residuos possivel, para ser considerada viavel. Como exemplo, a vantagem da
metodologia de espumacéo (“foaming”) reside no fato de ser uma tecnologia limpa,

com baixa geracgdo de residuos e de execucao simples e rapida.

3.2.1 Celulase

As celulases sdo enzimas que atuam na reacao de hidrdlise de materiais
celulésicos liberando glicose e outros agucares. A classificacdo das celulases, de
acordo com seu local de atuag&o no substrato celul6sico, as divide em trés grupos:
endoglucanases (EC-3.2.1.4), que clivam ligacdes internas da fibra, exoglucanases
ou celobiohidrolases (EC 3.2.1.91), que atuam na regido externa da celulose e [3-
glicosidases (EC 3.2.1.21), que hidrolisam oligossacarideos soluveis em glicose.
Esse complexo enzimatico trabalha simultaneamente no qual a hidrélise priméaria
ocorre na superficie dos substratos solidos de celulose, liberando agucares
redutores, a hidrolise secundaria envolve a hidrélise de celobioses em glicose pela
acao das B- glicosidases (figura 2) (BAGGA; SANDHU; SHARMA, 1990; CASTRO;
PEREIRA JR, 2010; PERCIVAL ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006)
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Figura 2: Sinergismo entre endoglucanases, exoglucanases e [-glicosidase na degradacdo da
estrutura da celulose (FARINAS, 2011).

Celulose

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) sdo enzimas do complexo celulésico
responsavel pela iniciacdo da hidrélise. Atua hidrolisando randomicamente as
regibes internas das estruturas menos compactadas (amorfas) da fibra celulésica,
liberando oligossacarideos de diversos graus de polimerizacdo, diminuindo o
comprimento da fibra, gerando novas extremidades livres, polissacarideos menores
e oligossacarideos (CASTRO; PEREIRA JR, 2010; LYND et al, 2002). As
exoglucanases (EC 3.2.1.74), também conhecidas como glucanohidrolase ou
celobiohidrolases, atuam de maneira progressiva em extremidades redutoras e néao
redutoras da celulose, encurtando as cadeias de polissacarideo. Possui maior
afinidade por celulose insoltvel ou microcristalina, liberando glicose e principalmente
celobiose como produto final (BHAT, M.K.; BHAT, 1997; CASTRO; PEREIRA JR,
2010; LYND et al., 2002).

As B-glucosidases (EC 3.2.1.21) possuem importante papel na reducdo de
materiais ligno(hemi)celulésicos. Essa enzima tem a propriedade de atuar na
hidrélise de residuos de celobiose e oligossacarideos soluveis e reduzi-los a glicose
(ALMEIDA, M. N., 2009; LYND et al., 2002) ou seja, a etapa mais importante do
novo ciclo de producdo de biocombustiveis — o bioetanol ou etanol de segunda
geracdo — pois as leveduras mais hébeis na etanologénese (Saccharomyces spp.)
fermentam bem a glucose mas nao a celobiose.

Na natureza ha uma série de microrganismos que produzem celulases, entre

eles estdo os fungos, bactérias e até protozodrios, entretanto apenas alguns sao
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conhecidos como verdadeiros celuloliticos, ou seja, que sdo capazes de degradar a
celulose natural (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004). Actinomicetos
Grampositivos sdo os principais produtores de compostos bioativos e enzimas,
incluindo enzimas de grande importancia industrial envolvidas na degradacdo de
lignocelulose (GEORGE; AHMAD; RAO, 2001; JANG; CHEN, 2003). Ha uma
variedade de aplicacdes da celulase. Na década de 80 comecou a ser usada na
industria de alimentacdo animal, na industria de alimentos e posteriormente
aplicadas na industria téxtil e lavanderias (BHAT, M. K., 2000).

Na industria alimenticia as celulases séo aplicadas na extracao, filtracéo,
clarificacdo de sucos de frutas, na extracdo de componentes do cha verde, proteinas
de soja, Oleos esséncias, aromatizantes e amido de batata doce, nos processos de
producdo de vinagre de laranja e do agar, entre outros. (BHAT, M.K.; BHAT, 1997;
RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004). Nas industrias de racao, as celulases séo
aplicadas na degradacgédo das plantas forrageiras, aumentando a digestibilidade da
racdo e, na industria téxtil, as celulases vém sendo usadas para degradacdo das
fibras superficiais, deixando os fios mais lisos e macios (RANGRAB; MUHLBACH,;
BERTO, 2000; SANTANA, 2010). Outra aplicacdo da enzima celulase é na
producédo de bioetanol, promessa de combustivel alternativo a gasolina (YAMADA et
al., 2013). As biomassas lignocelulésicas, como o bagaco de cana- de agucar, milho,
palha de arroz e trigo, sdo consideradas matérias-primas promissoras para a
producdo de bioetanol, por possuirem propriedades ambientais favoraveis, serem
abundantes, baratas e renovaveis (ADSUL et al., 2011). Apesar dessas vantagens o
processamento da biomassa lignocelulésica € relativamente caro, pois héa
necessidade de realizar um pré-tratamento extensivo além de grandes quantidades
de celulases para resultar em uma hidrolise eficiente, demandando da acao
sinérgica das enzimas celuloliticas endoglucanases, celobiohidrolases e -
glucosidases (YAMADA et al., 2013). A maxima utilizacdo do substrato € um dos
pré-requisitos para tornar os processos de producdo de etanol lignoceluldsico
economicamente viaveis. Isto significa que todos os tipos de acucares em celulose e
hemiceluloses devem ser convertidos em etanol (WYMAN, 2007; ZHAO et al,
2017). O maior obstaculo na utilizacdo em escala industrial desta enzima € o alto
custo de producgéo (DOMINGUES et al., 2001).



27

3.2.2 Inulinase

Sao conhecidas como inulinases um pool de enzimas com acgdo frutano
furohidrolases que convertem inulina, um polimero de B-frutofuranosideo 2-ligados, a
moléculas de frutose livre, em uma Unica etapa (ETTALIBI; BARATTI, 1987,
POORNA; KULKARNI, 1995). Estas enzimas sao classificadas de acordo com seu
modo de atuagdo sobre a hidrélise de inulina. As exoinulinases (2,1 p-D-frutano-
frutohidrolase; EC 3.2.1.8) quebram ligacdes entre as unidades de frutose,
localizadas longe das extremidades da rede de polimero e produzem
oligossacarideos. As endoinulinases (B-D-frutanofrutanohidrolase; EC 3.2.1.7) agem
de forma aleatéria sobre o acoplamento interno da molécula de inulina liberando
inulo- triose, inulo -tetraose e inulo-pentaose como produtos principais como mostra
a figura 3. Suas propriedades sao tdo semelhantes que é dificil separar essas duas

enzimas por métodos convencionais (JING et al., 2003; VANDAMME; DERYCKE,
1983).

Figura 3: Modo de acdo da inulinase. Fonte: (SINGH, R. S.; CHAUHAN; KENNEDY, 2017)

M OH

Mo
O
[ H
)
HOM(
0
o W HO
M HO
" CH,
H iy HO M |
¢ H
+

HOHC o
' o.

oM
HOH,C o
o

H MO 9
M .
, CH HO LI
H it fm‘“-mn\m'l“ HO WL HOH,C i}
wd 4 \ HOH o 0
i 0.
|l4|ll~f 0 N \

H HO ’

Fn
(a=2-9) (n=19)

MO |
HOMLC 0
o

HOH,C o

\ (] H
) P
R ~wll/”/,.'p
N sy
" ) »
CHon
H

HO

INULINA

As enzimas inulinases sao utilizadas na producdo de xaropes com alta
concentracdo de frutose, utlizando inulina como matéria-prima na sintese de
oligossacarideos e sdo amplamente usados na industria de alimentos, bebidas e
farmacéutica (DONG et al., 1997; ETTALIBI; BARATTI, 1987; POORNA;
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KULKARNI, 1995; YUAN, W. J. et al.,, 2008). A producdo de frutose por agao
enzimatica utilizando a inulinase é relativamente simples e resulta em produtos com
até 95% de frutose, diferente da producdo convencional, a qual depende da acao de
trés enzimas: a- amilase, amiloglucosidase e glicose isomerase. Além de mais
complexa produz taxas mais baixas de frutose, alcangando 45% nos melhores casos
(KIM, C. H.; RHEE, 1989).

As inulinases também sédo utilizadas na producdo de frutooligossacarideos
(DONG et al., 1997). Os frutooligossacarideos sdo denominados como ingredientes
de alimentos saudaveis, pois sua ingestdo estimula o crescimento das
bifidobactérias, género de bactérias mais importante da microflora intestinal (CHIEN;
LEE; LIN, 2001). Outra aplicacdo das inulinases € na producdo de
inulooligossacarideos, bem como na producdo de acido glicénico, pululana e
acetona-butanol. Entretanto, a producdo de xaropes de frutose através destas
enzimas continua a ser a alternativa mais viavel, comparada as outras formas de
obtencéo destes produtos (MUNARETTO, 2011).

Inulinases podem ser obtidas em raizes de plantas e tubérculos que contém
inulina, um polissacarideo de polifrutano que funciona como carboidrato de reserva
nas plantas da familia Compositae e Gramineae e é acumulada nas partes
subterraneas de plantas da familia Asteracea, ou através da atividade microbiana,
onde a inulina atua como fonte de carbono para microrganismos como fungos,
bactérias e leveduras (JING et al., 2003; LACHMAN et al., 2004; YUAN, W. J. et al.,
2008). Diferente das enzimas das plantas, inulinases de origem microbiana
apresentam tanto atividade sobre a sacarose quanto sobre a inulina, pois a diferenca
da enzima invertase (b-fructofuranosidase, (E.C. 3.2.1.26) néo é clara para atividade
enzimatica microbiana. As inulinases atuam sobre o substrato sacarose, porém a
invertase apresenta pouca ou nenhuma atividade sobre polimeros de frutose.
Portanto considera-se que a taxa de atividade sobre a sacarose em relagéo a inulina
(S/1) caracteriza a enzima: Para altos valores de S/l a enzima € caracterizada como
invertase e para S/l menores que 50 € caracterizada como inulinase (ETTALIBI;
BARATTI, 1987; VANDAMME; DERYCKE, 1983).

Varios microrganismos sdo descritos como produtores de inulinases.
Bactérias como Xanthomonas, Rhizoctoniae Streptomyces; fungos filamentosos
como exemplo algumas espécies dos géneros Penicillium e Aspergillus; e leveduras
dos géneros Candida, Pichia e Kluyveromyces (DILIPKUMAR; RAJASIMMAN;



29

RAJAMOHAN, 2011; JAIN; JAIN; KANGO, 2012; NARAYANAN et al.,, 2013;
YUAN, B. et al, 2012). As leveduras destacam-se como 0s principais
microrganismos produtores de inulinase, pelo seu rapido crescimento e alta taxa de

producdo de biomassa e enzimas, principalmente as do género Kluyveromyces
(LANE; MORRISSEY, 2010).

3.2.3 Pectinase

As pectinases ou enzimas pectinoliticas correspondem a um grupo de
enzimas que promovem a desconstrucdo de polissacarideos componentes das
substancias pécticas, macromoléculas glicosidicas, acidas, de alto peso molecular,
componentes dos tecidos vegetais. Estas substancias pécticas correspondem de 0,5
a 4% dos frutos frescos sendo os principais constituintes da lamela média celular,
presente na estrutura das paredes vegetais (HENNIES, 1996; JAYANI; SAXENA;
GUPTA, 2005). As pectinases possuem importancia primordial para as plantas,além
de fazerem parte da extensdo da parede celular, ajudam no amaciamento de alguns
tecidos durante sua maturacdo e armazenamento, ainda mantém o equilibrio
ecologico promovendo a decomposicdo e reciclagem de residuos de materiais
vegetais (AGUILAR; HUITRON, 1990; JAYANI et al., 2005). A estrutura complexa e
heterogénea da pectina exige das enzimas envolvidas na sua degradacdo, a
presenca de uma série de atividades enzimaticas distintas (MARTINEZ-TRUJILLO et
al., 2009). Em vista disso as pectinases sdo classificadas de acordo com a sua
forma de acdo sobre as macromoléculas pécticas, sdo denominadas de
desmetoxilantes, as que agem promovendo a remoc¢do dos residuos metoxila,
desesterificando a pectina e o acido péctico, e em despolimerizantes, que atuam
catalisando a quebra das ligacbes -1,4 da cadeia principal. As pectinases
despolimerizantes podem ser caracterizadas como hidrolases e liases (KASHYAP et
al.,, 2001). Dentre as hidrolases, destacam-se as poligalacturonases, principais
enzimas que exercem a funcdo de hidrélise atuando nas ligagfes glicosidicas a-1,4
de residuos ndo metoxilados de acido galacturbnico, as endo-poligalacturonases,

que hidrolisam randomicamente as ligacbes a-1,4 entre unidades de acido
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poligalacturénico e as exo-poligalacturonases, que exercem a funcéo de hidrolisar as
ligacbes sucessivas do acido poligalacturdonico, a partir das extremidades nao
redutora (JAYANI et al., 2005). Fazem parte das enzimas classificadas como liases
as endo-pectatoliases, que rompem as ligacdes glicosidicas internas entre residuos
de acido péctico, as exo-pectatoliases que atuam rompendo, a partir de terminais
nao redutores, as ligacdes glicosidicas internas entre residuos de &cido
galacturdnico e por fim as endo-pectinaliases, estas rompem as ligacdes glicosidicas
entre os residuos de &cido galacturénico (JAYANI et al., 2005; KASHYAP et al.,
2001). O modo de acdo de algumas enzimas pectinoliticas esta apresentado na

figura 4.

Figura 4: Modo de ag&o de pectinases (NCBE, 2000).
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As pectinases sao de grande importancia industrial, utilizadas largamente na
producdo de sucos e vinhos, atuando nas etapas tanto de maceracdo da fruta,
durante a prensagem da polpa, da qual promove maior rendimento de extracdo do
suco, como também na etapa de clarificacdo, onde atuam hidrolisando os residuos
de pectina provenientes da maceracao da fruta, diminuindo a viscosidade e a
turbidez do suco. As pectinases também sdo apresentam diversas outras aplicagdes
como extracdo de 6leos, polpa de tomate e pigmentos de plantas, preparacdo de

celulose para fabricacdo de tecidos e papel, fermentacdo de chas e cafés, entre
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outros (CASTILHO; ALVES; MEDRONHO, 1999; TARAGANO; SANCHEZ;
PILOSOF, 1997; UENOJO; PASTORE, 2007).

A maioria das producdes industriais de pectinase sdo provenientes de fungos
filamentosos, com destaque ao género Aspergillus, o mais utilizado para a producéo
de enzimas pectinoliticas devido a alta taxa de secre¢cdo de enzimas no meio de
cultivo, chegando a 90%, fator que a facilita a purificacdo e recuperacdo das
enzimas. Outra caracteristica atribuida ao género Aspergillus € a ampla faixa de pH
em que atua, entre 3,0 e 6,0, compativeis com os processos industriais nos quais
sdo geralmente submetidas as enzimas (KOTZEKIDOU, 1991; SINGH, S. A,
RAMAKRISHNA; APPU RAO, 1999; UENOJO; PASTORE, 2007).

3.2.4 Xilanases

As xilanases sao as principais enzimas componentes dos sistemas de
hidrélise das paredes celulares das plantas. Estas enzimas atuam em conjunto na
conversdo da xilana em unidades de xilose. Endoxilanases hidrolisam as ligacdes
glicosidicas do tipo [-1,4, dentro da cadeia da xilana, liberando xilo-
oligossacarideos, das exo-B-xilanases que liberam xilose a partir das extremidades
ndo redutoras as xilanas e das [(-xilosidases convertem xilobiose ou

xilooligossacarideos curtos em xilose (GOMES, E. et al., 2007) Figura 5.

Figura 5: Mecanismo de acao das xilanases (GOMES, E. et al., 2007)
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As xilanases tém recebido atencdo por serem potencialmente viaveis em

Varios processos importantes a industria. Na industria alimenticia séo utilizadas para
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melhoramento na panificacdo, no aumento dos valores nutritivos e energéticos de
alimentos, na producdo de sucos e bebidas alcéolicas e na extracdo de Oleos
vegetais. Sado aplicadas na industria animal para melhorar a digestibilidade das
racbes, e na industria de papeis sdo usadas no branqueamento na polpa kraft
diminuindo a quantidade de cloro necessaria para o processo. (PRASAD UDAY;
BANDYOPADHYAY; BHUNIA, 2016). Em destaque estd o uso da xilanase na
industria de bioetanol na qual séo utilizadas em sinergia com as celulases para a
hidrélise completa de biomassa lignoceluldsica, geralmente alcalina, para liberacéo
de glicose, xilose e outros acUcares de pentose para a fermentacdo do bioetano
I(SAHA, BADAL C., 2003).

Um grande numero de microorganismos, como bactérias, fungos e
leveduras sdo capazes de produzir xilanase. Entretanto, a producédo por fungos
filamentosos € a mais significativa do ponto de vista industrial, por sua alta taxa de
secre¢do comparada a outros microrganismos. As areas avancadas de aplicacdes
de xilanase requerem a procura de novos métodos de producédo das enzimas com
atividades especificas mais altas e maior produtividade, pois os procedimentos
atuais requerem um longo trabalho e devido a falta de protocolos padrdo para as
atividades da xilanase é dificil explorar a sua ultilizacdo adequada (PRASAD UDAY
et al., 2016).

3.2.5 Amilase

As amilases sdo enzimas que hidrolizam moléculas de amido para originar
diversos produtos, incluindo dextrinas e polimeros menores compostos de unidades
glicose (GUPTA et al., 2003; MACGREGOR; JANECEK; SVENSSON, 2001). As
amilases estdo entre as enzimas de maior importancia industrial dominando
aproximadamente 25% do mercado mundial de enzimas. Possuem grande destaque
em aplicagbes biotecnologicas e industriais desde a industria de alimentos,
fermentacdo, téxteis, papéis, até industrias farmacéuticas. Elas podem ser obtidas
de varias fontes, como plantas, animais e microorganismos, entratanto as de origem
fungica e bacteriana se destacam (RAJAGOPALAN; KRISHNAN, 2008; REDDY;
NIMMAGADDA; SAMBASIVA RAO, 2003).
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As amilases podem ser divididas em duas categorias, endoamilases (a-
amilasases) e exoamilases (B-amilasases). As endoamilases catalisam a hidrolise
de forma aleatéria no interior da molécula de amido produzindo oligossacarideos
ramificados com comprimentos de cadeia variados. J& as exoamilases possuem final
nao redutor, resultando assim em produtos finais e curtos (GUPTA et al., 2003). Ha
um grande numero de enzimas que hidrolisam a molécula de amido em diferentes
produtos, dependendo de uma combinacdo de varias enzimas para hidrélise do
amido completamente. As a-amilasases (E.C.3.2.1.1) sdo as mais populares na
indastria, pois catalisam a hidrélise de ligagbes de glicose a -1,4 do amido em
produtos de baixo peso molecular, tais como glicose, maltose e unidades de
maltotriose (DE SOUZA; DE OLIVEIRA MAGALHAES, 2010). O modo de ac&o das
endo e exoamilases estéo apresentados na figura 6 a seguir.

Figura 6: Acdo das endo e exoamilases. Fonte: (DALMASO; FERREIRA; VERMELHO, 2015)
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Esta exposicdo do espectro das hidrolases de polissacarideos de
fitobiomasas € de pertinéncia quando se aborda o comportamento alimentar de
moluscos terrestres, como € o caso presente de Achatina fulica, que sdo aptos a
locomocao terrestre, capazes de escalar caules e ramos de vegetais e portanto ter
pleno acesso a massa foliar mais facilmente digerivel. Harmonicamente, o suco
digestivo do molusco acumula um variado elenco de enzimas para a degradagao
hidrolitica dos principais componentes poliméricos que compdem a estruturacao
fisica e funcional dos vegetais: celulose, hemiceluloses, pectinas, amilaceos e outras
glicanas variadas. E € surpreendente a concentracdo que tais hidrolases alcangcam
no suco digestivo na ordem entre 100 a 200 mg proteinas totais / mL (comparativo
obtidos em laboratério confrontando os sucos digestivos de Achatina fulica e seu

vizinho taxonémico Megalobulimus paranaguensis). Provavelmente, um dos maiores
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teores de proteinas — e com atividade enzimatica — dentre todas ocorréncias
naturais. Visto de outro angulo, a genémica tao eficiente de Achatina é uma fonte
impar de DNA para fins de clonagem em outros sistemas de mais facil manejo

industrial (bactérias, leveduras e fungos ndo patogénicos).

3.2.6 Dissacaridases

As dissacaridases sdo enzimas (glicosil hidrolases) responsaveis pela
guebra de dissacarideos em monossacarideos como parte do processo da digestao
(DROZDOWSKI; THOMSON, 2006). Os dissacarideos sao usados como substratos
na maioria dos estudos sobre as glucosidases intestinais, isto porque o0s
dissacarideos sdo os mais importantes dos glicosideos do ponto de vista da
fisiologia nutricional. (DAHLQVIST, 1974). Fazem parte deste grupo uma série de
hidrolases entre elas a -glucosidase (EC 3.2.1.20), B-glucosidase (EC 3.2.1.21), B-
galactosidase (EC 3.2.1.23), a e [- manosidase (EC 3.2.1.24 EC 3.2.1.25), a-
fucosidase (3.2.1.51) entre outras. Estas enzimas sdo potencialmente interessantes
na aplicacdo industrial farmacéutica e alimentar (SILVERIO et al., 2018). O suco
digestivo do Achatina fulica possui diversas glicosil hidrolases, algumas ja descritas

na literatura e outras investigadas neste estudo.

3.2.7 Fosfatase alcalina

As fosfatases alcalinas (EC 3.1.3.1) sdo enzimas hidrofobicas, responsaveis
pela desfosforilagdo, no entanto também s&o capazes de hidrolisar uma série de
monoestéresfosforicos, juntamente com outros compostos contendo pirofosfato
inorganico, polifosfatos, fosfatos de glucose e fosfatidatos (COLEMAN, 1992;
DUARTE; AMREIN; KAMERLIN, 2013). Também s&o conhecidos pela sua
capacidade de catalisar reacdes de transfosforilacdo, apresentando funcdo 6tima em
pH alcalino (SALAR et al., 2017).


https://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_Commission_number
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Esta enzima esta envolvida no transporte de grupos fosfato presentes nos
compartimentos intracelulares para o espaco extracelular. E encontrada
principalmente no figado, 0ssos, intestino e placenta e possui papel fisioldgico ainda
ndo completamente conhecido (MOSS, D. W., 1997). Nos mamiferos, as fosfatases
alcalinas se apresentam como enzimas envolvidas na absor¢do dos nutrientes
através da membrana celular catalisando sua desfosforilacdo e servindo como fonte
de fosfato inorganico. As fosfatases alcalinas estdo presentes em todos os tecidos e
desempenham um papel de manutencao da homeostase do organismo (MORNET et
al., 2001).

Niveis baixos dessa enzima provocam diferentes estados patoldgicos. Por
exemplo; quando o nivel de fosfatase alcalina intestinal esta baixo, ndo é suficiente
para desentoxicacdo da quantidade de bactérias comensais presentes, causando
doencas. Em contrapartida, niveis elevados de fosfatases alcalinas podem levar a
uma série de problemas como obesidade causada por depdsitos de gordura
intracelular desproporcionais, distarbios de mineralizacdo que ocasionam doencas
musculo-esqueléticas e distarbios metabodlicos que prejudicam o figado e o rim
(HESSLE et al., 2002; LALLES, 2010).

Em todas as bactérias, esta enzima catalisa a hidrélise de uma variedade
de fosfomonoésteres e catalisa uma transfosforilacdo, reacdo por transferéncia do
grupo fosforilo em alcool na presenca de certos aceptores de fosfato (COLEMAN,
1992).

Ela é usada em importantes aplicagbes como em imunoensaios
enzimaticos, processamento de DNA/RNA, estratégias de conversao de pro-drogas,
analises de taninos em uvas e vinhos tintos, monitoramento de sedimentos de agua
doce, entre outras (ADAMS; HARBERTSON, 1999; SAYLER; PUZISS; SILVER,
1979).

A fosfatase alcalina também é amplamente utilizada em estudos como
bioindicadora de toxicidade aquatica devido a sensibilidade a sais metalicos,
considerando a atividade enzimatica em animais expostos a contaminantes (ATLI;
CANLI, 2007; MARTINS, 2009).

As trés maiores fontes de fosfatases alcalinas comerciais sao bacterianas
(e.g., E. coli, B. subtilis), intestino de bezerro e tecidos moles de camar&o. Existe um
trabalho histérico sobre fosfatase alcalina com o monitoramento de doencas de

figado e osso tais como cirrose e tumores (STOLBACH, 1969). O foco foi extendido
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para doenca hepatobiliar e aumento da atividade osteoblastica e para a
diferenciacdo das formas enzimaticas do figado e osso como consequéncia dos
diferentes padrdes de glicosilacdo (MOSS, D. W., 1987).

Estes contextos nos levaram a considerar o suco digestivo de Achatina fulica
como uma fonte alternativa de fosfatase alcalina. A captura do animal é simples, a
exposicdo das partes moles também a coleta envolve um minimo de habilidade
operacional — insercdo de seringa com agulha de grosso calibre, pois o suco
digestivo é assaz viscoso por conta do altissimo teor protéico — e acondicionamento
do suco nativo. Uma vez centrifugado a alta rotacdo (para eliminar microrganismo), €

acondicionado mediante congelacao, seguido ou nao de liofilizacao.

3.3 PURIFICACAO PELA METODOLOGIA DE ESPUMACAO (SEPARACAO
ADSORTIVA POR BOLHAS) OU “FOAMING”

Ha uma infinidade de técnicas existentes para separacdo de enzimas e estas
técnicas consideram, entre outras caracteristicas protéicas o tamanho da molécula,
sua carga, hidrofobicidade, solubilidade e sua atividade biologica.

O método de separacdo por espumacao proposto por LINKE; BERGER
(2011) é utlizado para separar compostos solUveis e de superficie-ativos de
solu¢des aquosas diluidas. O gas borbulhante dentro de um liquido contendo a
molécula alvo resulta na formacdo de uma interface de gas-liquido, no qual
compostos bipolares se organizam em uma formacéo definida e sdo transportados
para cima com a formacéo de espuma (KIRKLAND; TANNER, 2005; LAMBERT et
al., 2003; LINKE; BERGER, 2011).
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Figura 7: Esquema de purificacdo de proteinas pelo método de espumacéo. Fonte: (BURGHOFF,
2012)
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O sistema de espumacao (figura 7) € composto por uma alimentacéo de gas
(preferencialmente nitrogénio), um fluximetro (controle da vazao), uma pedra porosa
conectada na parte interna e inferior da coluna de vidro que contém um recipiente
coletor e direcionador da espuma, além de funil e proveta para a coleta da espuma

O gas nitrogénio deve ser inicialmente pré-estabilizado contendo apenas agua
na coluna. Apos a estabilizacdo, aliquotas do conteddo enzimatico em questédo
devem ser colocadas na coluna com o fluxo de gas. Os fluxos deverdo variar até
atingir o total colapsolamento das bolhas e as fracGes obtidas nesse procedimento

sdo mensuradas com a técnica compativel com a enzima de interesse.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA, TRANSPORTE E MANUTENCAO DO Achatina fulica

Foram realizadas coletas de moluscos Achatina fulina no municipio de Pontal
do Parand/PR com a devida autorizagdo do Sistema de Autorizacdo e Informacéo
em Biodiversidade, SISBIO, do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade/ ICMBio n° 47576-2, o qual permite atividades com finalidade
cientifica utilizando o molusco terrestre Achatina fulica. Por se tratar de um
invertebrado, n&o foi necessaria a aprovacdo da Comissdo de Etica para uso de
Animais.

Para a coleta dos animais considerados jovens (entre 3—6 cm) e adultos (>6
cm), foram utilizados os EPI adequados (luvas nitrilicas e jaleco). A coleta foi
individual e manual e os animais foram transportados em caixas plasticas
adaptadas, que permitem trocas gasosas, até o laboratério de Biotecnologia de
Biomassas na Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, sede Ecoville.

Ao chegarem no laboratdrio os moluscos foram pesados e separados em 3
grupos equivalentes e mantidos em incubadora de fotoperiodo tipo B.O.D por 10
dias a uma temperatura de 25°C. Cada grupo foi recebeu uma alimentacdo
especifica para a avaliagdo de inducdo de enzimas através da alimentagdo com

substratos de interesse neste trabalho, como demonstra a tabela 2.

Tabela 2: Definicdo dos grupos, alimentos que foram utilizados e enzimas de interesse.

GRUPO ALIMENTO ENZIMA DE INTERESSE
1: Controle Alface Celulase

2:Gli- P Alface + glicerofosfato de sédio Fosfatase alcalina

3: Inu/Pect '\Bﬂztg;a(gggtci):g)nulina) e Casca de Inulinase/Pectinase
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4.2 COLETA DAS ENZIMAS GASTRICAS

Apos jejum de 12 h foi realizada primeiramente uma lavagem dos animais e
logo apds suas conchas foram quebradas, os moluscos foram sacrificados e suas
glandulas digestivas localizadas (figura 8). Em cada individuo foi realizada uma
puncdo gastro-estomacal com uma seringa hipodérmica de agulha fina. Apds a
succéo, todo conteudo gastrico (enzimas) foi imediatamente centrifugado a 3000
rpm por 20 minutos, 0 que permitiu a remogao de qualquer material particulado.
Posteriormente o sobrenadante foi fracionado, do qual parte do material foi liofilizado

e o restante mantido sob congelamento para experimentos posteriores.

12)

Gindut*
Sabvar P390 vazo

Estienago Irtestre

4.3 DESCARTE DO MATERIAL ORGANICO DO A. FULICA

Restos de conchas e residuos organicos foram acomodados em caixas de
papeldo contendo cal virgem, mantidos por 24 horas e posteriormente foram
enterrados conforme recomendado pela pesquisadora Silvana Thiengo do Instituto
Oswaldo Cruz (THIENGO, SILVANA C. et al., 2007).

4.4 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DO SUCO DIGESTIVO
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4.4.1 Determinacado de proteinas

A determinacédo de proteinas foi realizada por 4 métodos distintos para 0s
resultados serem comparados de acordo com sua eficiéncia e custo-beneficio,

sendo o0 método Lowry o considerado como padréo.

4.4.1.1 BIURETO

A primeira determinacéo foi feita a partir do reativo de Biureto, o qual consiste
na dissolucéo de 1,5 g de sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,4.5H,0) e 6g de
tartarato de sodio e potassio (KNaC4H;406.4H,0) em 500 mL de 4gua destilada. Sob
agitacdo constante adicionou-se 300 mL de solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) a
10 g% e 1 g de iodeto de potassio (KI). Completou-se o volume para 1L com agua
de destilada (GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949).

Os ensaios foram realizados utilizando 500 pL de amostra do suco digestivo
do Achatina fulica (SDAf) convenientemente diluidos, aos quais foram adicionados
1000uL de reativo de Biureto. ApGs 2 minutos de repouso a absorbancia das
amostras foi verificada através de espectrofotometria a 540 nm. O calculo da
concentracdo de proteina em mg por mL de SDAf foi realizado através de curva
analitica utilizando albumina bovina como padrdo protéico. Os ensaios foram

realizados em triplicata e com coeficiente de variagcdo dos dados inferior a 5%.

4.4.1.2 LOWRY (FOLIN-CIOCALTEAU)

A determinacdo de proteinas totais pelo Método de Lowry (Folin-fenol
Ciocalteau) (LOWRY et al., 1951) foi realizada utilizando 200 pL de amostra de SDAf
convenientemente diluidos aos quais foi adicionado 1 mL do reativo de Lowry, que
consiste na mistura recém-preparada 50:1 (v/v) de uma solu¢do de carbonato de
sédio 2% (m/v) em hidroxido de sédio 0,1 mol/L e a solugdo de sulfato de cobre

pentahidratado 0,5% (m/v) com tartarato de sédio e potassio 1% (m/v) em agua
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destilada. As amostras foram agitadas vigorosamente em Vortex e deixados em
repouso durante 15 minutos em temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados
100 pL de reativo de Folin-Ciocauteau recém-diluido com agua destilada para 1 N/L
em triplicata. As amostras foram novamente agitadas vigorosamente e deixadas em
repouso durante 30 minutos. Em seguida foram monitoradas as absorbancias em
750 nm em espectrofotbmetro. As concentracdes de proteina foram calculadas a

partir da equacéo da reta de uma curva analitica de albumina bovina.

4.4.1.3 BRADFORD

O reativo de Bradford foi preparado com 50 mg de corante Cromassie Brilliant
Blue dissolvido em 25 mL de etanol (etOH) 95%. Em banho de gelo adicionou-se
lentamente 50 mL de &cido fosférico (HsPO,4) e completou-se até 500 mL com agua
agua destilada (BRADFORD, 1976). Os ensaios com o SDAf foram realizados a
partir da mistura de 100 uL de amostra convenientemente diluidos, com 1000 pL do
reativo de Bradford, monitoradas as absorbancias a 595 nm em espectrofotémetro.
As determinacfes de proteina foram calculadas a partir de uma curva analitica de

albumina bovina.

4.4.1.4 ACIDO BICINCONINICO (BCA)

Para a determinacdo de proteinas pelo método de Acido Bicinconinico
descrito por SMITH et al. (1985) foram necessarios a preparacao de trés reativos
denominados A, B, C. O reativo A foi preparado com mistura de 8 g de Carbonato de
Sadio, 1,6 g de tartarato duplo de sddio e potassio (KNaC4H406.4H,0) e NaOH com
pH de 11,25 em agua destilada para completar 100 mL. O reativo B foi preparado
com o reagente Acido Bicinconinico (BCA) com NaOH pH préximo de 11 para
completar um volume final de 100mL. O reativo C foi preparado com 4 g de sulfato
de cobre pentahidratado (CuS0,.5H,0) e NaOH 25mol.L*.em um volume final de
100 mL. Para a execucdo do método foi necessario combinar 25 mL de reativo A, 25
mL do reativo B e 1 mL do reativo C. O procedimento foi realizado com 500 pL das

amostras de SDAf em 500 pL do reativo BCA colocados em placas multipogcos que
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foram vigorosamente agitadas. Em seguida as amostras foram incubadas por 15
minutos a 60°C e mais 30 minutos em temperatura ambiente (25°C) para

resfriamento. A leitura da absorbancia foi feita a 562 nm.

4.4.2 Determinacdo de acucares

4.4.2.1 DNS - DINITROSALICILATO PARA ACUCARES REDUTORES

Os acucares redutores foram determinados pelo método do dinitrosalicilato
alcalino. Este método tem como propdésito a reducdo, pela acdo dos agucares, do
reagente DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) na presenca de hidroxido de sédio, para o
composto 3-amino-5-nitrosalicilico, um produto de cor laranja-avermelhado, que
pode ser monitorado em 540 nm (figura 9) (MILLER, 1959). O grupo aldeido dos

acucares redutores como a glucose € oxidado para acido carboxilico (NELSON;
COX, 2006).

Figura 9: REACAO DE REDUCAO DO ACIDO 3,5-DINITROSALICILICO

NOTA: (a) acUcar redutor (glucose), (b) acido 3,5-dinitrosalicilico (cor amarela); (c) acido carboxilico
do acucar e (d) 3-amino-5-nitrosalicilico (cor laranja-avermelhada).

FONTE: (TIBONI, 2015).

o] OH

Tabela 3: COMPOSICAO REAGENTE DINITROSALICILICO (DNS)

A Ac. 3,5-Dinitrosalicilico 5¢
Solu¢do NaOH 2 mol/L 100 mL
B Tartarato duplo de Sddio e Potassio 150 mL

H,O destilada 300 mL
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NOTA: O volume final deve ser completado para 500 mL

O reagente DNS foi preparado para realizacdo dos ensaios conforme a tabela
3. As fracdes A e B foram levadas ao aquecimento separadamente até solubilizacao
completa dos sais. Em seguida, as duas fracdes foram homogeneizadas e foi
adicionado 4gua destilada até completar 500 mL de soluc¢éo final.

As amostras enzimaticas foram diluidas para conter de 25-350 pg de
acucares redutores em 150 pL e analisadas em triplicata. A seguir, foram
adicionados 100 pL do reagente DNS e a mistura levada a fervura em banho-maria
durante 2 minutos. Imediatamente apds, adicionou-se 750 pUL de agua destilada e
entdo foram realizadas as leituras em espectrofotbmetro de microplacas (Epoch 2-
BioTek) a 540 nm. O branco foi processado da mesma forma que foram feitas as
amostras.

A quantidade de acucar redutor (mg/amostra) foi calculada a partir da
equacado da reta gerada por curva analitica da correlagdo entre a absorbancia e a
concentracdo de aclcar (mg) (R*>0,99), em triplicata, contendo cinco pontos,
utilizando de maneira interpolada duas solugbes padrdo. Foram realizadas curvas
para 0s acUcares: glucose, frutose, galactose, xilose, manose e arabinose, a partir
de solugao 100 mg% (p/v).

4.4.2.2 FENOL-SULFURICO PARA ACUCARES TOTAIS

A determinacdo de acuUcares totais foi realizada de acordo a técnica de fenol
sulfarico (DUBOIS et al., 1956). Este método € colorimétrico quantitativo de micro
determinacdo de acucares e seus metil derivados, oligossacarideos e
polissacarideos. A reacdo baseia-se na desidratacdo do carboidrato na presenca do
acido sulftrico (H,SO,4), produzindo um aldeido (pentoses sdo desidratadas até
furfural e hexoses até hidroximetilfurfural), que é capaz de se condensar com duas
moléculas de fenol resultando na mudanga de cor do composto para amarelo-

alaranjado, conforme ilustrado na figura 10.
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Figura 10: Reagdo para determinagdo de aglcares totais pelo método fenol- sulfurico. Fonte:
(TIBONI, 2015)
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Antes da realizacdo dos ensaios foram removidos os residuos nos tubos de
vidro, lavando-os cuidadosamente com agua e detergente, evitando qualquer
intervencdo nas respostas do teste. As amostras em triplicata, contendo 0,5-20 ug
de acucar foram adicionadas em agua até completar 180 pL. Adicionou-se a mistura
120 uL de solugéo fenol 5% (p/v) (0,53 mol.L™"). Em seguida, foi adicionado de forma
rapida e direta, 700 pL de &cido sulfurico concentrado, seguido de homogeneizacéo
e repouso por 15 minutos. Apds este procedimento foram realizadas as leituras em
espectrofotometro 490 nm para as hexoses (glucose, frutose, galactose, manose) e
480 nm para pentoses (xilose, arabinose). O controle contendo agua e os demais
reagentes foi processado da mesma maneira.

Os calculos das quantidades de acucar total (pg/ensaio) foram efetuados a
partir da equacédo da reta gerada através de curva analitica da correlacdo entre a
absorbancia e a concentracdo de actcar (pg) (R*>0,99), em triplicata, contendo
cinco pontos, no qual foi utilizada duas solu¢des padrdo. Foram realizadas curvas
para os agUcares: xilose, arabinose (pentose 480 nm), glucose, frutose, galactose e
manose (hexoses 490 nm), a partir de solucdo 10 mg%. Para os calculos de

porcentagem em amostras de polissacarideos, o valor da amostra total utilizado foi
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multiplicado pelo fator 1,1, pois durante a quebra ocorre a inser¢do de uma molécula

de agua (18 g) em cada unidade de anidro acucar (exemplo 162 g para hexose).

4.4.3 Anélise UV-VIS

As amostras de suco digestivo foram também submetidas a

espectrofotometro entre 200 e 800 nm para avaliagéo da diferenca de coloracao.

4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

4.5.1 Teste P-nitrofenil-glicosideos para Glicosidases / Disacaridases

A atividade enzimatica das amostras foi determinada utilizando solu¢des de p-
nitrofenil-glicosideo especifico a 4 mmol.L™. Os ensaios foram realizados da
seguinte forma: adicionou-se 200 uL de tamp&o acetato de sédio 100 mmol.L™, pH
4,5, 125 uL de p-nitrofenil-glicosideos especificos, enzimas em quantidades distintas
de acordo com os valores de proteinas j4 determinados e agua destilada para
completar 500 yL Estas amostras foram mantidas em banho-maria a 50° C A reacao
foi interrompida com a adicéo de 500 pL de carbonato de sédio 100 mmol.L™ nos
tempos de 5, 10, 20 e 30 minutos.

A determinagdo da atividade enzimética foi feita mediante leitura em
espectrofotometro por P-nitrofenol (PNF) liberado, analisado em absorbancia de 410
nm. Esses valores foram comparados com uma curva padrdo de PNF, onde uma
unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade da enzima
necessaria para liberar 1 pmol.L* de PNF por minuto (COURA, 2012; GURKOK et
al., 2010). Ja a atividade especifica (U/mg) das enzimas € definida como a
qguantidade em pmol de PNF liberado por mg de proteina total.



Tabela 4: Substratos para determinacéo de enzimas alvo.
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P-nitrofenil-glucosideo

Enzima alvo

P-nitrofenil-a-L- arabinofuranosideo
P-nitrofenil-a-L- fucosideo
P-nitrofenil- a-D- galactopiranosideo
P-nitrofenil- B-D- galactopiranosideo
P-nitrofenil- a-D- glucopiranosideo
P-nitrofenil- B-D- glucopiranosideo
P-nitrofenil- B-D-glucoronideo
P-nitrofenil- a-D-manopiranosideo
P-nitrofenil- B -D- manopiranosideo

P-nitrofenil- a-D-xilopiranosideo

a - Arabinofuranosidase
a - Fucosidase

a - Galactosidase

B -Galactosidase

a - Glucosidase

B -Glucosidase

B - Glucoronidase

a - Manosidase

B - Manosidase

a - Xilosidase

O valor de U (atividade enzimatica) pode ser calculado pela lei de Lambert-Beer

(equacédo 1), que considera o coeficiente de absortividade molar da substancia, o

qgual pode ser obtido pela leitura da absorbancia de uma amostra com concentracéo
conhecida (CUSTODIO; KUBOTA; ANDRADE, 2000).
A= ¢€.l.c

EQUACAO 1- LEI DE LAMBERT- BEER

Nota: (A) € a absorbancia, (€) € o coeficiente de absorvidade molar (umol/cm), () € a disténcia que a

luz atravessa pela cubeta (cm), (c) é a concentracdo da substancia absorvente no meio (umol/L)

Adaptando a equacao 1 para incluir a diluicho da amostra original e o tempo de

incubacdo e isolando a concentracdo, pode-se calcular o U das amostras pela

seguinte equacao 2.

ENZIMATICA

A.

. l.t
EQUAQAO 2- EQUAQAO DE LAMBERT- BEER ADAPTADA PARA CALCULO DE ATIVIDADE

1
v

NOTA: (v) € o volume da amostra (mL) e o (t) o tempo de incubagado (min).
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4. 5.2 Ensaio com Substratos Polissacaridicos

As determinacdes da atividade enzimética frente a polissacarideos das
amostras de enzimas foram avaliadas de acordo com sua capacidade hidrolitica

frente aos substratos presentes na tabela 5.

Tabela 5: Substratos utilizados nas com hidrélises com SDAf, suas respectivas enzimas alvo e curvas
de calibracéo utilizadas nos calculos.

Substrato Enzimas alvo Curva de calibracao
Amilopectina de arroz amilase glucose
Arabino galactana B - galactosidase galactose
Arabana de maga L-arabinana arabinose
Café cereja (Sementes) galactomananase | manose
Celulose bacteriana celulase glucose
Celulose de Pinus taeda celulase glucose
Fitoglicogénio de milho glucosidases glucose
Goma guar manosidase manose

Hemicelulose de bagaco de ) )
xilanase/mananase | xilose

cana

Inulina inulinase frutose
Neurospora crassa (parede B-glucanases glucose
celular)

Pectina citrica pectinase galactose
Pululana a- glucosidase glucose
Xiloglucanase de tamarindo a- glucosidase glucose

A hidrélise ocorreu por 24 h (45 °C/ 140 rpm), contendo 500 uL de substrato
10 mg/mL, 40 yL de tampéo acetato de sédio 1 mol.L™ pH 5,0, e quantidade de
enzima equivalente a 1000 ug de proteinas. Foi completado com agua destilada

para obter o volume final em 1 mL.
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Posteriormente foram coletadas 100 uL de amostras, nas quais foi adicionado
400 uL de etanol absoluto. Foram agitadas vigorosamente e centrifugadas por 15
min a 13.000 rpm (14.360 g). Do sobrenadante, foi coletado 400 uL que foram secos
em concentrador de amostras (Labconco Centri Vap Concentrator) a 40 °C sob
vacuo por 2:30 h. As amostras foram re-suspendidas em 40 pyL de solucéo
etanol:dgua 1:1 (v/v), as quais foram utilizadas para realizacdo da CCD utilizando
volume conhecido de amostras. No que restou da hidrolise de 24h foi realizada a
determinacdo dos acucares redutores, segundo método do DNS descrito no item
4.4.2.1. e de agUcares totais pelo método Fenol Sulfurico descrito no método 4.4.2.2.

45.3 Cromatografia em camada delgada

As analises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando cromatoplacas Merck de silica-gel 60. Para os polissacarideos foi utilizada
como fase mével uma mistura recém-preparada de isobutanol, acido acético e agua
destilada na proporcdo 28:10:12 (v/v). Foi utilizado o revelador orcinol sulfarico a
guente (250 mg de orcinol/45 mL de metanol + 2,5 mL H,SO,), seletivo para
carboidratos e seus produtos de degradacdo para as placas contendo os
polissacarideos. Foram utilizados como padrdes solucdes de: Oligossacarideos de
xilose (XOS), arabinose, glucose, frutose, manose, sacarose, ramnose, acido
galacturénico.

Para as analises de CCD da atividade da fosfatase alcalina foi utilizada como
fase movel uma mistura de isoprotanol, acido acético e agua destilada na proporc¢ao
10 : 9 : 11. Nas placas foram adicionadas amostras de SDAf diluidos 1:10 apds
incubacd@o 40°C por 5, 10 e 15 minutos. Essa incubacéo foi feita com 5 pL SDAf
diluidos 1:10, tampéao Tris-Glicina 50 mM pH 8.8 contendo ZnCl, 1 mM e PNPP 50
mmol.L. Como padrdo foram utilizados p-nitrofenil fosfato, p-nitrofenil livre,
pirofosfato e glicerofostato de soédio. Foi utilizado o reagente Vaughn como

revelador.
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4.5.4 Determinacgédo de fosfatases alcalinas

Com o objetivo de comparar o SDAf como potencial fonte de fosfatase
alcalina, foram realizados experimentos com outras principais fontes descritas na
literatura, sdo estas: intestino de galinha, moela de galinha, leite de vaca e
hepatopancreas de camardo (CHUANG; SHIH, 1990; ROY; GUPTA, 2000;
UPADHYAY; VERMA, 2015)

4.5.4.1 PREPARACAO DO INTESTINO E MOELA DE GALINHA

Foram utilizadas partes do sistema digestério de galinha, como o intestino
(43,92 g no total) e moela (50,89 g no total), as quais estéo indicadas pelas setas na
figura 11. A preparacdo foi baseada na metodologia de CHANG; MOOG (1972).

Figura 11: Parte do sistema digestério de uma galinha. As partes utilizadas estdo indicadas pelas
setas.

Primeiramente foram retiradas todas as partes gordurosas e o intestino e
moela foram limpos com agua destilada e homogeneizados com a utilizacdo de um

ultra turrax (Omni 125 Tissue Master). A amostra de intestino foi dividida em duas
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partes iguais, nas quais foram adicionados 5 mL de tamp&o Tris-glicina 90 mmol.L™*
pH 8 contendo Zn e Mg e 20 mL de agua destilada. Em uma das partes foi também
adicionado 0,5 mL de PMSF (fenil metil sulfonil fluoreto) 1 mmol.L™como inibidor de
protease. Foi utilizado 2,5 g de moela na qual foi adicionado 2 mL de tampéao Tris-
glicina 90 mmol.L™ pH 8 contendo cloreto de Zn e Mg. Posteriormente, em todas as
amostras foram adicionados 165 mL de n-butanol e estas foram centrifugadas a 40
°C durante 10 min a 5000 rpm. Os sobrenadantes foram utilizados nas analises
posteriores: determinagBes protéicas e da enzima fosfatase alcalina frente ao
substrato pNFF.

4.5.4.2 PREPARACAO DO LEITE DE VACA

Neste procedimento foi utilizado leite de vaca fresco ndo pasteurizado. Apés
chegada do leite ao laboratorio a amostra foi dividida em duas partes, na primeira foi
imediatamente reduzido seu pH nativo (6,75) para 4,7 com a utilizacdo do tampéo de
acido cloridrico para precipitagdo da caseina. Esta foi centrifugada e separado seu
sobrenadante (soro) do precipitado. Apds a realizacdo deste processo, seu pH foi
novamente normalizado para 6,75. Na segunda amostra ndo foi realizado nenhum

procedimento, as duas amostras foram guardadas em refrigeracdo até posterior uso.

4.5.4.3 PREPARACAO DA AMOSTRA DE HEPATOPANCREAS DE CAMARAO

Neste ensaio com o auxilio de um bisturi, foram retirados os exoesqueletos
dos camarbes da espécie Litopenaeus vanammei e localizados suas glandulas

digestivas (hepatopancreas) para serem utilizadas no experimento (figura 12).
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Figura 12: Litopenaeus vanammei utilizado no experimento. Seta indicando a regido onde esta
localizado o hepatopéancreas (glandula digestiva).

iy

Apos retiradas foram entdo adicionadas nessas glandulas digestivas tampéo HCI 25
mmol.L* pH 7,8 em glicerol 50% contendo 1 mmol.L™* de cloreto de magnésio e

1 mmol.L™ de cloreto de zinco, mantidas em congelamento até posterior uso.

4544 PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE SDAF

As amostras de SDAf foram apenas normalizadas para a menor quantidade
protéica dos ensaios (camarao, leite e galinha), neste caso 6,5 mg/mL™ e incubadas
com o substrato pNFF.

4.5.45 METODO PARA DETERMINACAO POR PNFF

A determinacdo de atividade de fosfatase alcalina (ALP) foi realizada
utilizando o substrato p- nitrofenilfosfato (pNFF). ApOs a determinacdo de proteina
de todas as amostras pelo método de Lowry, foram entdo normalizadas para a
guantidade equivalente ao menor resultado em mg/mL (neste caso a 6,5 mg/mL).
Em tubos de vidro foram adicionados 10 pL das amostras equivalente a 62 pg de
proteina, 50 pL de tampdo glicina-NaOH 0,1 mol.L* e 400 pL de substrato pNFF
preparado em tampéo glicina-NaOH 0,2 mol.L™ e pH 10,1, contendo 1 mmol.L™ de

cloreto de zinco e 1 mmol.L™ de cloreto de magnésio, e H,O g.s.p 500 pL. As
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amostras foram incubadas a 40 °C em banho-maria, durante 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 50 pL de NaOH 3 mol.L™ para cessar a reacdo e
intensificar a coloracdo amarela, sendo monitoradas na sequéncia, as absorbancias
a 420 nm em espectrofotdmetro. O branco da reagéo foi obtido da mesma forma,
apenas adicionando agua destilada no lugar da amostra. Como controle positivo da
reacao, foi utilizado 50 puL de uma solucdo de enzima fosfatase alcalina de intestino
bovino comercial diluida em tampao glicina-NaOH 0,1 mol.L™. A atividade da enzima

foi monitorada de acordo com a curva de pNP.

4.6 SEPARACAO POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

Foram realizadas cromatografias de troca ibnica utilizando polimeros
anidnicos e catiénicos de carboximetilcelulose, diaminoetilcelulose, aminoetilcelulose
e celulose (controle), preparados a partir de PAVT — P06 de Algodao de Varredura
Téxtil (técnica desenvolvida e patenteada pelo orientador no LQBB-UTFPR-Ecoville).
Esses polimeros permitem a separacdo de proteinas por afinidade de carga. Foram
adicionadas nas colunas contendo 50 mg das matrizes, aliquotas de 100 pL de suco
digestivo diluidas 1:10 (v/v) as quais foram eluidas com tampé&o tris-HCI 90 mmol.L™
pH 8 contendo cloreto de zinco 1 mmol.L™ e e cloreto de magnésio 1 mmol.L™. Apds
recolhimento das fracdes da total eluicdo da coluna com tampéo (frages v0), foram
adicionados 1 mL de acetato de amonio para segunda eluicdo (v1), com objetivo de
recuperar o conteudo enzimatico das colunas. As fracbes foram analisadas de

acordo com a determinacao protéica e hidrolise frente a substratos pNFF.

4.7 FRACIONAMENTO POR FORCA IONICA DE SULFATO DE AMONIO

Para realizacdo do método foi necessaria a preparacdo de uma solucao
saturada de sulfato de amonio (NH4),SO, adicionando 70,7g de sulfato de aménio
anidro e agua destilada g.s.p. 100 mL com pH ajustado para 5 com H,SO, diluido.

Foi selecionada a enzima controle sem diluicio no qual foi colocada com as



53

seguintes quantidades da solucdo de sulfato de aménio e 4gua demonstradas na

tabela 6 a seguir.

Tabela 6: Quantidades em pL colocadas nas amostras.

SDAf Solucéo de (NH4), SO, | Agua destilada

a) 25 - 975
b) 25 100 875
C) 25 200 775
d) 25 300 675
e) 25 400 575
f) 25 500 475
9) 25 600 375
h) 25 700 275
) 25 800 175
b 25 900 75
k) 25 975 -

As amostras foram centrifugadas (Minispin Plus® Eppendorf) por 10 minutos, seus
sobrenadantes drenados cuidadosamente e os precipitados normalizados para 1 mL
com solucéo saturada de sulfato de amonio pH 5. Foi entdo medida a quantidade de
proteinas e checados a sua atividade frente ao substrato pNFF para testar se houve

enriguecimento das enzimas fosfatases alcalinas diante desta técnica.

4.8 SISTEMA DE PURIFICACAO POR ESPUMACAO (FOAMING)

Os ensaios com os sucos digestivos do A. fulica, foram realizados em uma
coluna de espumagdo adaptada em tamanho reduzido (figura 13) para melhor
desempenho do colapsolamento das bolhas, permitindo o uso de menor quantidade

de enzimas.
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Figura 13: Coluna de espumacéao de tamanho reduzido. Fonte: O autor
3cm

17 ¢cm

Inicialmente foram realizadas diluicdes 1:50 (v/v) com agua, e com solucdes
de saponina (0,12 e 0,25 mg/mL) do SDAf controle com intuito de testar o melhor
desempenho frente ao colapsamento das bolhas. Na coluna foram adicionados 8mL
do SDAf separadamente, entdo o gas nitrogénio foi liberado em fluxos variando de 5
a 20 mL.min? controlados por um fluximetro. O tempo de experimento foi
contabilizado a partir da colocagéo integral do volume de amostra até o final da
capacidade de espumacao pela coluna. As fragdes de 1 mL “espuma” e “retida” na
coluna foram recolhidas em provetas com graduacédo de 10 mL. Para a mensuracao
do volume da fragdo “espuma”, foi necessario aguardar o completo colapsamento
das bolhas formadas durante o processo. A funcionalidade do sistema de purificacéo
por espumacado foi monitorada através de determinagdo proteica e por atividade

enzimatica.

4.9 ELETROFORESE
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Foi realizada a técnica de eletroforese em Cellogel, fitas em acetato de
celulose, para separacao e identificacdo do perfil protéico do SDAf. Nas fitas foram
adicionados os sucos enzimaticos, o padrdo de ALP e albumina bovina (BSA). Na
cuba eletroforética horizontal de construcdo caseira foi adicionado tamp&o Tris-
Glicina 0,1 m.mol.L™ pH 9 para a corrida que durou cerca de 2 horas e meia a
80 v/0,8 mA. Foram utilizados os corantes ABF (azul de bromofenol) e XC
(xilenocianol) como marcadores para monitorar o progresso da eletroforese.

Para o revelado do zimograma da fosfatase alcalina, o gel de acetato de
celulose (Cellogel) foi distendido sobre uma placa de vidro depositada na bandeja do
Lumatron (negatosacopio), no qual foi justaposta uma tira de papel de filtro pré-
umedecida com uma solucdo do substrato (pNFF a 2 mM) contendo MgCl, e ZnCly,
cofatores essenciais para atividade da fosfatase alcalina. Para o revelado final a fita
de Cellogel foi submersa em solucéo fixadora de proteinas com TCA 10% (Acido
Tricloroacético a 10 g%) por 5 minutos em agitacdo, lavada 2 vezes com agua
destilada e em seguida foi tingida com o corante Coomassie Brilliant Blue (mix 1:1
‘G” + “R”) em metanol e agua (60:40 v/v). Apos corada foram realizadas duas
lavagens por 30 minutos deste mesmo solvente como solugédo de descoragédo de

fundo.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram apresentados na forma de média + desvio padrdo das
replicatas avaliadas para coeficiente de variacdo menor que 5%. As diferencas
foram analisadas por teste t de Student, por ANOVA e teste de Tukey e as curvas
analiticas calculadas por teste de correlacdo de Pearson, considerando valores de
P< 0,05. As andlises foram efetuadas com os softwares Microsoft Office Excel 2010

e GraphPad Prisma 6.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Logo apOs a chegada dos exemplares de Achatina fulica ao LQBB, os
moluscos coletados foram pesados, separados em trés grupos e acondicionados em
caixas plasticas adaptadas. Em cada caixa foi adicionada uma placa contendo agua
com o0 objetivo de manter a hidratagdo dos animais (figura 14) e assim foram
mantidas a 25°C na incubadora tipo B.O.D. A alimentagao foi administrada 1 vez ao
dia com os alimentos especificos (celulose; celulose + glicerofosfato; ou inulina +
pectina), durante 10 dias. A higienizacdo das caixas e conchas dos moluscos foi

realizada a cada 3 dias.

Figura 14: Grupo de A. fulica mantido em caixa plastica adaptada. Fonte: O autor.

Os trés grupos de A. fulica foram pesados logo apés a chegada ao
laboratério, 6 dias depois e antes da coleta de suas enzimas gastricas para avaliar

se houve ganho de massa corporal conforme a tabela 7.

Tabela 7: Peso em gramas dos 3 grupos ao longo do experimento.

Grupo Alimento 1°dia 6° dia 10° dia
1 Alface 386,23 368,85 361,48
2 Alface + glicerofosfato de sodio 395,19 411,95 410,98

3 Batata yacon e Casca de Maca 382,08 391,41 378,69
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Nota-se a diminuicdo da massa corporal em 2 grupos. Alguns fatores podem
ter influenciado neste resultado, um deles a desidratacdo, visto que os A. fulica
habitam locais extremamente umidos na natureza, condicdo dificil de reproduzir em
cativeiro. Outro fator a ser considerado é o estresse dos individuos devido a
manipulacéo exigida e caracteristica do local onde foram mantidos Entretanto houve
maior perda de peso em gramas no grupo 1 com o total de 24,82 ¢
(p=0,02),comparado ao grupo 3 o qual obteve perda de 3,39 g (p=0,002). devido a
postura de aproximadamente 130 ovos de um dos moluscos deste grupo.

Apos o0 abatimento dos animais ocorreu a coleta de suas enzimas que foram
mantidas imediatamente em banho de gelo. Foram obtidos aproximadamente 8 mL
de sugo digestivo de cada grupo, que foram centrifugados e divididos em 4 frascos
dos quais 1 foi liofilizado e os outros foram congelados. O material retirado dos A.
fulica de cada grupo apresentou coloracdo distintos claramente visiveis a olho nu

como na figura 15 a sequir.

Figura 15: Amostras dos sucos gastrointestinais dos A. fulica dos trés grupos alimentados com
diferentes indutores : Glicerofosfato, Inulina+pectina e controle, respectivamente. Fonte: O autor

Acredita-se que os diferentes alimentos interferem na coloragdo do suco digestivo.
Em razéo disso foi efetuada a analise por UV- VIS em regido espectral de 200 a 800

nm demonstradas nas figuras 16,17,18 a sequir.



Figura 16: Espectro UV-VIS do SDAf controle.
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Figura 17: Espectro UV-VIS do SDAf Gli-P
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Figura 18: Espectro UV-VIS do SDAf in/pect.
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De acordo com a analise do SDAf em UV-Vis (400 a 800 nm ) nota-se que
houve influéncia na pigmentacdo das amostras devido a clorofila, identificada por
dois parametros importantes. O primeiro é a banda de absor¢céo no comprimento de
onda de 400 a 420 nm geralmente encontrado nos derivados do tipo porfirina/clorina,
seguido da segunda maior banda de absorcao entre 650 a 700 nm, encontrado em
derivados de clorofila a, presente apenas nas amostras de SDAf controle e Gli-P, os
guais foram alimentados com folhas de alface (MAESTRIN et al., 2009). Outros
pigmentos presente nas amostras de SDAf s&o provavelmente carotenoides os
guais sao encontrados tanto nas folhas de alface quanto nas cascas de maca e
batata yacon, identificados em comprimentos de onda de 400 a 500 nm, explicacéo
plausivel para a presenca da primeira maior banda no espectro também na amostra
inu/pect, havendo necessidade de uma caracterizacdo mais aprofundada para
analisar quais substancias compde o SDAf de cada grupo (MERCADANTE;
RODRIGUES- AMAYA, 2001; SILVA, M. L. C. et al., 2010).

5.1 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A determinacdo de proteinas totais foi realizada pelos quatro métodos

distintos anteriormente citados, os resultados estao na tabela 8 a seguir.

Tabela 8: Determinacao de proteinas por diferentes métodos colorimétricos

Biureto Bradford Lowry BCA
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Controle 229,67 £4,52 138,7 £+2,98 195,79 +2,22 204,16 £2,10
Gli-P 246,93 +1,81 131,28 3,82 179,13 16,22 202,92 +1,75
In/Pect 183,84 £3,91 85,68 +3,34 114,12 +2,53 138,25 +1,17

O resultado utilizado como padrdo para seguir na determinacdo de enzimas
foi o obtido pelo método de Lowry (Folin-fenol-Ciocalteau) (LOWRY et al., 1951) por
algumas vantagens que esta técnica apresenta, entre elas sua alta
sensibilidade,detectando proteinas que contenham a partir de trés ligacdes

peptidicas, menor quantidade de amostra utilizada no método e menor custo (MIWA,
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2003). O método de Bradford (BRADFORD, 1976), consiste em um método pratico
gue exige poucas etapas de mistura e possui grande estabilidade calorimétrica.
Apesar da sua alta sensibilidade e rapidez comparado técnica de Lowry, apresenta
algumas desvantagens, como variacdo de absortividade especifica para diversas
proteinas devido a baixa solubilidade, ou baixo peso molecular das mesmas, além
da dificuldade de reproducdo de resultados devido ao grau de pureza do corante
utilizado (Cromassie Brilliant Blue), o que prejudica a padronizacdo dos resultados
(DUHAMEL; MEEZAN; BRENDEL, 1981; ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998). O método do
Biureto(GORNALL et al.,, 1949), apesar de rapido, de utilizar reagentes de baixo
custoe ndo apresentar grande variacdo da absortividade especifica para diferentes
proteinas, ndo possui alta sensibilidade como os outros métodos testados
(JENZANO et al., 1986). O método do Acido Bicinconinico (BCA) obteve resultados
semelhantes ao método de Lowry, porém devido a necessidade de incubacdo das

amostras e maior custo do método, foi optado pela técnica do Lowry.

5.2 DETERMINACAO DE ACUCARES

Os célculos das quantidades de acuUcares redutores e totais liberados nos
ensaios polissacarideos (pg/ensaio) foram realizados a partir da equacao das retas
geradas através das curvas analiticas de determinados agUcares. Os ensaios com
hemicelulose foram analisados a partir da curva de xilose, por possuir em sua
estrutura principalmente polimeros de pentoses (como xilose e arabinose).
(BRIENZO, 2010). As hidrolises da celulose bacteriana e de Pinus taeda foram
calculadas a partir da curva de glucose, por ser um homopolissacarideo composto
por unidades de D-glicose unidas por ligacdes glicosidicas p-1,4 (ARANTES,;
SADDLER, 2010). Os ensaios com pectina foram calculados a partir da curva de
galactose, ja que é constituida por uma cadeia principal de acidos D-galacturdnicos,
ligados a a-1,4 a qual possui regides ramificadas onde ha presenca de acgucares
neutros como a galactose (BOBBIO; BOBBIO, 2003; WANG; CHEN; LU, 2014) e os
ensaios com o substrato inulina foram calculados a partir da curva de frutose, por
apresentar em sua estrutura quimica uma mistura heterogénea de polimeros de

frutose (MANSO et al, 2008). Para determinar os acucares do substrato
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amilopectina de arroz e fitoglicogénio de milho, foram utilizadas curvas de glucose,
pois carboidratos de armazenamento de cereais possuem mondémeros de glucose,
com ligagBes a-1,6 de cadeia ramificada (CURA; JANSSON; KRISMAN, 1995).0
polissacarideo arabino galactana foi calculado a partir da curva de galactose por ser
constituido por unidades de D-galactose interligadas B- |, 4 e arabana de maca, a
partir da curva de arabinose pois € composta por uma cadeia ramificada por
unidades de L-arabinose ligadas a- 1,5 e a - 1, 3 (CORREA; FONTANA, 1971). O
polissacarideo pululana, produzido a partir do fungo Aureobasidium pullulans e a
parede celular do fungo Neurospora crassa também tiveram seus resultados
determinados a partir da curva de glucose pois possuir unidades de glucose ligadas
a -1, 4 e B-1,4 respectivamente, em sua composicdo (MAGNANI; CASTRO-GOMEZ,
2008; RHIM, 2003). Para as xiloglucanas de tamarindo foi usada curva de glucose pois
estruturalmente, as xiloglucanas tem uma cadeia principal de unidades de D-
glucose, unidas por ligagdes glicosidicas do tipo -1, 4 (CARPITA; MCCANN, 2000)
e na goma guar os valores de agucares foram obtidos a partir da curva de manose,
pois sdo formados de cadeias lineares de manose [(-1,4 (MUDGIL; BARAK;
KHATKAR, 2014).

5.2.1 Quantificacdo de agUcares redutores

AcUcares redutores sdo carboidratos que possuem seu grupo carbonilico
livre, capazes de se oxidar na presenca de agentes oxidantes em solucdo alcalina
ocorrendo apenas com monossacarideos em sua forma linear. Destes acucares na
indastria os que possuem grandes destaques sdo a glicose e frutose (NELSON;
COX, 2006; SILVA, R. N. et al., 2003). A resposta frente a liberacdo de agucares
redutores pelo método DNS nos ensaios contendo os diferentes substratos e os trés
pool enzimaticos distintos, incubados por 24h, calculados a partir das curvas de
calibracdo dos aclcares equivalentes ao substratos testados estdo apresentados na
tabela 9.
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Tabela 9: Concentracio valores de aclcares redutores (ug.mL™) liberados nos substratos em 24h.
Expressos como média (+ desvio padrao). Tukey/anova comparadas ao controle * P<0,05** P<0,01
***P<0,001 ***P<0,0001 (continua)

Substratos
Amilopectina de

arroz
Arabana maca
Arabinogalactana
Café cereja
Celulose bacteriana
Celulose P. taeda
Goma guar
Fitoglicogénio de
milho

Hemicelulose
Inulina

Neurospora crassa

(parede celular)

Pectina

Pululana

Xiloglucana de

tamarindo

Controle
292,3 (+0,001)

1,73 (+0,004)
1,010 (x0,0)
2,0 (+0,001)
126,5 (+0,001)
11,02 (+0,002)
2,41(0,0)

364,3 (+0,004)

163,48 (+0,005)
9,5 (+0,0)

165,25 (+0,002)

277,3 (x0,001)

148,64 (0,0)

228,97 (+0,002)

Gli-P
240,51 (+0,0)****

2,13 (+0,003)
1,067 (x0,0)
3,55 (+0,0)
101,4 (+0,004)**
4,74 (+0,01)*
4,78 (+0,0)**

352,17 (+0,002)**

176,08 (+0,001)
9,15 (+0,0)

154,6 (+0,01)

242,7 (+0,0)*

183,128 (+0,001)**

264,23 (+0,001)*+

In/Pect
305,89 (£0,004)****

2 (+0,004)

0,897 (+0,0)

5,89 (+0,004)
167,3 (+0,005)**
6,53 (+0,005)*
4,02 (+0,0)*

342,56 (+0,003)**

166,180 (0,01)
10,46 (+0,0)

69,23 (+0,005)****

334,6 (+0,0)

197,48 (+0,003)***

237,82 (+0,001)*

de milho,

A melhor resposta pode ser observada frente ao polissacarideo fitoglicogénio

7z

calculado a partir de uma curva de glucose. Geralmente este

polissacarideo é hidrolisado pelas enzimas glucosidases, das quais tiveram
presenca confirmada nas hidrélises altamente significativas dos substratos pululana
e xiloglucana de tamarindo. A discrepancia entre os resultados com o substrato
celulose de Pinus taeda e celulose bacteriana ocorre devido as diferencas
estruturais das fibras, havendo uma hidrolise facilitada no substrato de origem
bacteriana (SILVA, M. D. P. M. D.; TERENZI, 1993). Assim como a celulose, o
substrato hemicelulose teve hidrdlise significativa com os trés SDAf, ndo sendo
observadas diferencas relevantes entre eles, bons resultados frente a esses
substratos ja eram previsiveis pela alimentacdo natural desses organismos
(predominantemente herbivora) o que sup8e a presenca de mecanismo enzimatico
preparado para digerir esse tipo de substrato (FISCHER; COLLEY, 2005).
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Ocorreu uma alta taxa de hidrélise do substrato pectina citrica, certificando a
presenca da enzima pectinase nos pool enzimaticos, com destaque ao SDAf
Inu/Pect, com diferencas significativas de acordo com o teste Tukey entre os trés
SDAf distintos, o que demonstra eficiéncia, neste caso, da indugédo alimentar nos
moluscos. Outro resultado relevante foi a hidrolise com o polissacarideo inulina,
apesar de valores baixos de acucares liberados houve um resultado ligeiramente
superior no SDAf que obteve inulina como alimento, entretanto ndo houve diferenca
estatistica entre os resultados.

Foram verificados valores expressivos de agucares liberados na hidrélise com
0 substrato Neurospora crassa (parede celular). As paredes celulares dos fungos
Ascomycetos, basicamente compostas de (- glucanos e quitina (MANOCHA;
COLVIN, 1967), indicam a presenga de enzimas B- glucanases. Hidrélise intensa no
substrato amilopectina de arroz, indicando a presenca de amilase, j& confirmada h&a
algumas décadas em experimentos anteriores (PROSSER; VAN WEEL, 1958).
Essas hidrélises podem ser observadas na cromatografia em camada delgada (CCD
5.3.1).

5.2.2 Quantificacdo de acucares totais

Os valores de concentracdo de acucares totais por ensaio encontrados pelo
método fenol-sulfdrico, calculados a partir das curvas de agUcares equivalentes
estdo apresentados na tabela 10 (valores da hidrolise do substrato sem a enzima ja

descontados da média final.

Tabela 10: Concentracdo valores de acUcares redutores (ug.mL'l) liberados nos substratos em 24h.
Expressos como média (+ desvio padrdo). Tukey/anova comparadas ao controle * P<0,05** P<0,01

***P<(0,001 ***P<0,000 (Continua)
Substratos Controle Gli-P In/Pect
Amilopectina de
-103,90(+0,05) 31,11 (+0,008)* 52,94 (+0,03)***
arroz
Arabana maca 40,95 (x0,01) 97,26 (+0,02)* 40,42 (+0,009)

Arabinogalactana -16,87 (£0,01) 75,47 (x0,03)* 39,76 (x0,04)




64

(concluséo)

Café cereja -1,07 (x£0,02) 5,78 (+0,01) 16,07 (+0,01)
Celulose bacteriana | 111,44 (+0,01) 68,28 (+0,02)* 149,46 (x0,001)
Celulose P. taeda 102,16 (+0,03) 111,60 (+0,04) 27,80 (+0,06)
Goma guar 320,46 (+0,04)** | 180,46 (+0,002)

110,85(+0,01)

Fitoglicogénio de

) 87,34 (+0,02) 81,83 (+0,02) 126,39 (+0,01)
milho
Hemicelulose 87,34(x0,01) 81,03 (+0,02) 126,39(+0,06)
. 91,27 (x0,01)
Inulina 108,41 (x0,01) 108,78 (x0,03)
Neurospora crassa
20,94 (+0,02) 76,40 (£0,01)**** | 40,43 (+0,03)****
(parede celular)
Pectina 59,54 (+0,01) 36,62 (+0,01) 99,99 (+0,02)
Pululana 250,91 (+0,01) 241,48(+0,01) 324,11 (+0,01)
Xiloglucana de
-35,98 (+0,01) 16,63 (+0,008)* -60,78 (+0,001)**

tamarindo

Com a maior liberacdo de acuUcares totais no polissacarideo pectina pelo
SDAT inu/pect verifica-se novamente associa¢cado da indugao alimentar dos moluscos
com a efetividade de hidrélise do substrato alvo. Entretanto foram encontrados
valores menores na hidrdlise com o SDAf inu/pect no substrato inulina,
provavelmente por ter sido administrado os dois alimentos (batata yacon e casca de
maga) simultaneamente, ocorrendo a preferéncia do alimento indutor da pectinase
pelos individuos.

Foram encontrados valores significativos na hidrélise frente ao polissacarideo
pululana, com diferenca significativa entre os trés SDAT.

Diferentemente do resultado encontrado na liberagdo de acgucares redutores
dos substratos celulose bacteriana e celulose de Pinus taeda, ndo houve grande
discrepancia entre os dois substratos quanto a liberacdo de agucares totais.

Os valores negativos frente a liberagdo de acucares em alguns
polissacarideos, indicam que a hidrélise do substrato sem a presenca enzimatica
(branco) foram maiores que os hidrolisados, como no caso do “controle” do
amilopectina de arroz, café cereja e arabino galactana e no “controle” e “inu/pect”, da

xiloglucana de tamarindo.



65

5.2.3 Analise por cromatografia em camada delgada

Foram realizadas CCD’s para determinar as acdes enzimaticas do SDAf nos
substratos polissacaridicos. Este procedimento possibilita a visualizagdo de modo

gualitativo das hidrolises. A figura 19 esta numerada e descrita na tabela 11.

Figura 19: CCD’s ilustrando a agao enzimatica do SDAf nos substratos polissacaridicos.

12 345 6 78 9101112 1314151617 18 1920 21 22 2324 252627 28 29

Tabela 11: Substratos e padrdes numerados nas CCD'’s para determinagao de atividade enzimatica.

1-SDAf Controle 16- Fitoglicogénio de milho
2- Inulina 17- Amilopectina de arroz
3- Goma guar 18- Pululana

4- xiloglucana de tamarindo 19- Glucose+ Maltose

5- frutose LOS 20- Ramnose+ acido galacturénico
6- Glucose+maltose 21- Xilose + XOS

7- Xilose + XOS 22- Arabinose galactose

8- Galactose+ arabinose 23- Manose

9- Sacarose 24-Celooligossacarideos
10- Manose + ramnose 25- Pectina citrica

11- Hemicelulose de bagaco de cana 26- Café cereja (sementes)
12- Hemicelulose de sabugo de milho 27- Arabana de maca

13- Celulose bacteriana 28- Agaricus SP.

14- Celulose de Pinus taeda 29- Neurospora crassa

15- Acido galacturdnico -
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Na hidrélise dos substratos celulose de Pinus taeda e celulose bacteriana é
possivel verificar a liberacdo de glucose livre e tracos de um provavel
octamaltossacarideo celulase. Nos substratos fitoglicogénio de milho, amilopectina
de arroz, houve uma hidrélise intensa gerando glucose livre e outros malto
sacarideos. Nos fungos Agaricus sp. (basidiocarpo inteiro) e Neurospora crassa
(paredes celulares), embora sejam fungos distintos, foi possivel perceber hidrélises
semelhantes, com liberacdo glucose livre com tracos de outros oligossacarideos.
Nas Hemicelulose de sabugo de milho e de bagaco de cana, ocorreu a liberacdo de
xilose livre, arabinose, de uma larga série de xilooligossacarideos até xilohexaose. A
hidrélise da pectina citrica demonstra o acido galacturdnico livre, mais tracos de
oligopectossacarideos. Na Arabana de maca e arabinogalactana nota-se a presenca
de arabinose e galactose livres. Houve uma notavel hidrélise no substrato pululana
liberando glucose e acido galacturdnico. No substrato inulina de tubérculos de délia,
aparecem apenas fracos tracos de frutose livre e frutooligossacarideos de alto grau

de polimerizacao.

5.3 TESTE P-NITROFENIL-GLICOSIDEOS

A temperatura e tempo de incubacdo das amostras foram definidas com
base na literatura (GURKOK et al., 2010; TIBONI, 2015) para assegurar que as
respostas obtidas ndo estivessem na regido de platd, onde ha o esgotamento do
substrato limitando a reacdo. Foram realizados ensaios com intervalos de tempo, 5,
10, 20 e 30 minutos a 50°C, entretanto seguindo o que sugere a literatura o tempo
10 minutos foi aceito como o de escolha padrdo. A quantidade de enzimas (ug) de
SDAf utilizada foi determinada de acordo com o potencial hidrolitico dos substratos
frente as enzimas, sendo determinados 250 g de proteina para B—galactosidase,o—
galactosidase, a-fucosidase, a—glucosidase, a—xilosidase, a—manosidase, o—
arabinofuranosidase, 50 pg para a —glucosidase e 25 pg para B—glucosidase e B—
manosidase. Na tabela 12 estdo apresentadas as respostas de atividade enzimética
em U/mL do meio para comparar os resultados entre os trés pool de enzimas, diante
da acdo dos PNF-glicosideos. J4 na tabela 13 estdo apresentados as atividades

especificas em U/mg de proteina. Embora haja atividade enzimatica em todos 0s
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substratos PNF, comparando os resultados em U/ mL notamos atividades superiores
da B — manosidase e B — glucosidase indicando possuir potencial hidrolitico para
cadeias de manose e glucose, compativeis com testes enzimaticos utilizando SDAf
encontrados na literatura frente a substratos P-nitrofenil- glucosideos (CARDOSO,
ALEXANDER M. et al., 2012; TIBONI, 2015), interessante para substratos
polissacaridicos como as hemiceluloses ricas em galactomananas e xiloglucanas.
Se comparados os valores de U/mL dessas enzimas frente a hidrélise com os trés
SDATf distintos Controle, Gli-P, Inu/Pect houve maior atividade no SDAf Controle com
diferenga significativa tanto nas (3 — manosidases enquanto nas 3 — glucosidases.
Com excecdo da B — manosidase, em todos os ensaios houve menor U/mL do
substrato com o SDAf Inu/Pect, devido a composicdo quimica dos alimentos a qual o
grupo foi induzido, pois o A. fulica possui ampla variedade de enzimas celuloliticas
tanto na sua microbiota natural quanto residente,o qual utiliza-as para processar
matéria organica vegetal, principal fonte de alimento do molusco na natureza,
degradando mais facilmente alimentos como a alface (PINHEIRO et al., 2015).
Entretanto TIBONI (2015) encontrou valores superiores de atividade especifica nas
enzimas nas [ — manosidases (561,99), B — glucosidases (327,08) e B —
Galactosidades (16,29).

As enzimas [B- glucosidades geralmente sédo obtidas por microrganismos
como fungos e leveduras. SAHA, B. C.; BOTHAST (1996) induziram a atividade de
B- glucosidades a partir do fungo Candida peltata (Y-6888) em diversos substratos,
o melhor resultado obtido foi de 117 U/mL em caldo de cultura de xilose. Cerca de
mil vezes menor que os valores obtidos encontrados no suco digestivo do molusco
A. fulica. SAHA, BADAL C.; FREER; BOTHAST (1994) também testaram a eficiéncia
da producdo de B- glucosidades pelo fungo Aureobasidium pullulans (NRRL Y-
12974) o qual o maior valor encontrado foi de 210 mU/mL no caldo de cultura de
lactose.

Neste estudo também se destacou a alta producdo da enzima -
galactosidade no suco digestivo do molusco, pois esta é uma enzima largamente
utiizada na industria de laticinios para a hidrolise de lactose em glicose. Um
organismo muito utilizado para producao desta enzima € a levedura Kluyveromyces
marxianus. BANSAL et al. (2008) utilizou diversos métodos de extracdo da [3-
galactosidade desta levedura (SDS-cloroféormio, sonicagcdo, tolueno- acetona +

albumina e homogeinizacdo utilizando contas de vidro) e as atividades especificas
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encontradas foram de 21 a 59 U/mL em 30 horas de incubacdo. BRAGA; GOMES;
KALIL (2012) realizaram um estudo para otimizacdo do meio de cultura da levedura
Kluyveromyces marxianuspara producdo de - galactosidade, e o maior resultado
encontrado de atividade enzimatica foi de 10,4 U/mL.
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Tabela 12: Atividade enzimatica pelo teste P-nitrofenil- glucosideo. Tukey/anova comparadas ao SDAf controle * P<0,05 ** P<0,01 ***P<0,001 ****P<0,0001
ATIVIDADE ENZIMATICA U/mL

Enzimas Controle Gli-P Inu/Pect
a - Arabinofuranosidase 3.430,42 (+463,67) 4.044,16 (+474,38) 2.524,84 (+65,45)

a - Fucosidase 5.630,64 (£356,79) 4.935,30 (x131,20)* 3.409,08 (£117,99)****
a -Galactosidase 9.774,64 (£143,37) 7.387,65 (£328,43)*** 7.121,58 (£383,62)****
B - Galactosidase 25.681,66 (+1.215,75) 24.135,70 (+2.060,12) 16.705,15 (+£945,72)***

a - Glucosidase 3.906,14 (£360,49) 3.574,78 (£62,35) 2.455,49 (£64,14)***

B — Glucosidase 145.653,31 (+2.288,65) 114.454,08 (+9.081,69)** 112.371,86 (+2.522,59)***
B - Glucoronidase 67.939,34 (+4.395,81) 60.305,23 (+4.167,40) 50.041,78 (£3.284,72)**
a - Manosidase 1.222,76 (¥84,42) 928,56 (x73,58)* 680,52 (£108,28)***

B - Manosidase 224.853,93 (+13.586,88) 163.671,04 (+146.005,51)* 185.516,51 (+7.471,45)*

a - Xilosidase 6.422,27 (£+558,83) 5.557,74 (+288,85) 4.052,76 (£180,34)*

Tabela 13: Atividade especifica pelo teste do P-nitrofenil- glucosideo Tukey/anova comparadas ao SDAf controle * P<0,05 ** P<0,01 ***P<0,001.
ATIVIDADE ESPECIFICA U/mg de proteina

Enzimas Controle Gli-P Inu/Pect
a - Arabinofuranosidase 13,44 (£1,82) 17,31 (£2,03) 16,96 (+0,44)

a - Fucosidase 22,05 (+1,40) 21,12 (+0,56) 22,90 (£0,79)****
a -Galactosidase 38,28 (+0,56) 31,62 (+1,41)** 47,83 (£2,58)**
B - Galactosidase 100,58 (+4,76) 103,29 (+8,82) 112,20 (+6,35)

a - Glucosidase 15,30 (£1,41) 15,30 (x0,27) 16,49 (£16,94)

B — Glucosidase 570,45 (+8,96) 489,81 (+38,87)* 754,73 (x1,69)***
B - Glucoronidase 266,08 (+17,22) 258,08 (+17,83) 336,10 (+22,06)*

a - Manosidase 4,79 (x0,26) 3,97 (20,46) 3,97 (x0,44)

B - Manosidase 38,28 (£53,21) 31,62 (£624,84) 47,83 (£50,18)

a - Xilosidase 25,15 (x2,19) 23,78 (x1,24) 27,22 (+1,21)
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5.4 DETERMINACAO DE FOSFATASES ALCALINA

5.4.1 Atividade da fosfatase alcalina entre as amostras

Foram determinadas as quantidades proteicas das amostras de SDAY,
intestino de galinha, intestino de galinha com PMSF (fenil metil sulfonil fluoride),
hepatopancreas de camar&o Litopenaeus vannameii e de leite de vaca nao
processado total e da amostra sem caseina pelo método de LOWRY et al. (1951).
Apoés determinadas todas as amostras foram normalizadas para a menor quantidade
protéica encontrada (6,5 mg/mL) para posterior incubacdo de 10 minutos com o
substrato pNFF .Uma unidade da atividade enzimatica € definida como a quantidade
de enzima que libera 1uMol de produto por minuto na tabela 14 abaixo os resultados
estao fixados em 10 minutos de incubacéo calculados a partir da curva de calibracao
de pNF.

Tabela 14: Concentracao de proteinas e atividade das amostras por mg de proteinas a partir do
substrato PNFF. Entre parénteses desvio padrdo. Tukey/anova comparadas ao SDAf controle *
P<0,05 ** P<0,01 ***P<0,001 ****P<0,0001 .

Amostra mg/ mL de proteina U/mL U/ mg de proteina

SDAf Controle 191,00 80.4856,7 4213,91 (+368,1)
SDAf GliP 155,30 83.5125,7 5387,91 (+270,7)**
SDATf Inu/pect 120,5 81.3831,5 6781,93 (£218,5) ****
Intestino de galinha 14,86 53.693,82 4049,31(+315,9)
Intestino de galinha (PMSF) 13,26 73.400,52 4939,47 (+282,6)
Moela de galinha 16,2 2.769,72 170,31(£6,1)****
Hepatopéncreas de camarao 13,84 2.907,84 210,10 (£3,56) ****
Leite de vaca (total) 29,8 1.596,81 54,91 (+2,14) ****
Leite de vaca (sem caseina) 6,52 94,31 14,44 (£0,95) ****

Embora a atividade enziméatica (U/mL) do SDAf Gli-P tenha sido maior que os
dois outros grupos, a atividade especifica foi menor que o SDAf inu/pect, indicando

gue o indutor glicerofosfato de sddio borrifado no alimento deste grupo néo foi
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suficiente para o enriguecimento necessario do suco digestivo. Seguidamente aos
valores dos SDAf’s, as maiores atividades foram do intestino de galinha, no qual o
PMSF, inibidor de protease, intensificou a atividade enziméatica da fosfatase alcalina
em 22%. Embora altos SHARMA; SHARMA; GUPTA (2000) encontraram valores
maiores ao determinar a fosfatase alcalina de intestino de galinha. Apesar da menor
guantidade de proteina (2,4 mg/mL), a atividade da fosfatase alcalina na amostra
bruta foi de 834 U/mg de proteina por minuto. JAROY; GUPTA (2000) determinaram
a atividade especifica no intestino de galinha encontrando valores protéicos maiores
(50,4 mg/mL), atividade enzimatica de 3230,88 U/mL e especifica de 64,1 U/mg de
proteina.

Aproximadamente 30% a 40% de fosfatase alcalina no leite esta associada
as membranas de globulos gordurosos, o restantante da enzima esta ligada as
lipoproteinas em fracbes de leite desnatado. Neste estudo o leite de vaca néo
pasteurizado sem tratamento obteve melhor resultado que a amostra acidificada
para precipitacdo da caseina. BILEN; GENCER; ARSLAN (2015) encontrou valores
maiores de atividade especifica do leite de vaca (270 U/mg) apos precipitagcdo com
n-butanol.

A atividade enziméatica da fosfatase alcalina no hepatopancreas do
Litopenaeus vannameii foi alta embora sua atividade especifica tenha sido mais
baixa que a meédia encontrada na literatura (762-869 U/mg) (MOSS, S. M,
DIVAKARAN; KIM, 2001) mas deve ser considerada as diferentes condi¢cdes de
preparagdo da amostra.

Ha uma diversidade de organismos procariontes e eucariontes produtores de
fosfatase alcalina descritos na literatura. ASGEIRSSON; HARTEMINK;
CHLEBOWSKI (1995) estudaram a acdo enzimatica da fosfatase alcalina do ceco
pilérico do bacalhau do atlantico (Gadus morhua), onde a maior atividade
encontrada foi de 2777 mM/mg de proteina por minuto resultantes da purificagdo
com resina Sephacryl S-300. Embora alguns organismos produzam em larga escala
a fosfatase alcalina, dificil superar a quantidade obtida no suco digestivo do Achatina
fulica.

Como outra estratégia de visualizagdo da atividade da fosfatase alcalina foi
realizada uma cromatografia em camada delgada, a qual foi vista em UV a 254 nm e

posteriormente revelada com o reagente Vaughn (figura 20).
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Figura 20: CCD ilustrando a atividade enzimatica do SDAf com o substrato PNFF.

Tabela 15: Substratos e padrdes numerados nas CCD’s para determinagdo de atividade enzimatica.

1- pNPP 5- P-nitrofenil + Pirofosfato
2- pNPP+ + incubacéo 5uL SDAf 5’ 6- Glicerofosfato de sédio
3- pNPP+ + incubacéo 5uL SDAf 10’ 7- Pirofosfato

4- pNPP+ + incubacao 5uL SDAf 15’ -

A cromatografia em camada delgada indica claramente hidrdlise do substrato PNFF
nos 3 incubados com o0s sucos enzimaticos, liberando o p-nitrofenil livre

demonstrado no padrdo namero 5.

5.4.2 Separacgdo por Cromatografia de troca i6nica

Para a separacdo de proteinas de acordo com a carga elétrica foram
utilizados polimeros aniénicos e catidnicos CM™ celulose, DEAE" celulose e AE"
celulose. Este método serve como alternativa de purificagdo das enzimas de
interesse neste trabalho. As fracbes eluidas foram avaliadas quanto a sua
guantidade protéica tanto na fracdo com agua quanto na recuperada com acetato de
amonio para testar sua eficiéncia quanto a capacidade de purificacdo da fosfatase
alcalina. Por conta disso foi utilizado o tampé&o Glicina — NaOH com pH alcalino
objetivando a purificacdo dessas enzimas, por serem biomoléculas de carga

negativa deveriam se prender nas matrizes catidnicas. Para confirmacdo da
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eficiéncia deste método foram determinadas as atividades enzimaticas e especificas

destas fracfes frente ao substrato pNFF demonstrada no grafico 1 a seguir.

Gréfico 1: Atividade por mg de proteina do substrato pNFF nas fracdes eluidas com 4gua e acetato
de amdnio nas colunas de troca ibnica. Tukey/anova comparadas ao controle com agua * P<0,05 **
P<0,01 ***P<0,001 ****P<0,0001.
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As atividades especificas dos eluatos frente ao substrato pNFF ndo obtiveram
melhoras na purificacdo da enzima fosfatase alcalina. Entretanto o resultado néo foi
satisfatério com nenhum polimero, pois as atividades especificas foram de em média

1% das atividades obtidas nos SDAf's brutos.

5.4.3 Fracionamento por forca idnica de sulfato de aménio

Foi realizado o método de fracionamento por forca idnica de uma solucdo de
sulfato de aménio concentrado (100 a 900 pL) nos ensaios com objetivo de
enriguecer suco enzimatico do Achatina fulica, foram entdo determinadas as
guantidades protéicas e a atividade pelo substrato pNFF calculada a partir da curva
de PNF.
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Tabela 16: Resultados do fracionamento por sulfato de aménio do SDAf, quantidade de mg/ mL de
proteina, atividade enzimatica e especifica. Entre parénteses desvio padrédo das replicatas.

Amostra mg/mL de Atividade enzimatica Atividade especifica
proteina U/mL U/mg de proteina
a) 1,64 -0,1 (+34,78) -0,08 (x22,1)
b) 2 17,29 (x42,42) 8,64 (x20,21)
C) 1,6 -16,29 (x22,48) -15,37 (x21,21)
d) 1,62 -21,36 (+34,36) -13,18 (x21,11)
e) 2,02 -26,24 (+x42,85) -13,18 (+21,32)
f) 7,8 -17,71 (x165,46) -2,27 (£21,22)
0) 9,6 2220,98 (x203,64) 231,35 (£21,2)
h) 18,72 3768,24 (£397,11) 146,2 (£21,28)
) 17,44 3768,24 (£369,95) 216,06 (+20,23)
)] 17,04 2714,47 (£361,47) 159,3 (x21,21)
k) 21,36 1257,33 (¥453,11) 58,86 (x21,21)

A precipitacdo de proteinas com sulfato de aménio decorre de um aumento da
forca ibnica do sistema. Quando sédo adicionadas grandes quantidades de sal, ou
seja, em condi¢Bes de elevada forga ibnica, as moléculas de agua interagem mais
fortemente com os ions provenientes da dissociacdo do sal, promovendo a
desidratacdo das proteinas. Em decorréncia disso, a interacdo inter-proteinas se
torna mais forte, diminuindo a solubilidade das mesmas em meio aquoso e,
consequentemente, a ocorrea precipitacdo das proteinas. Esse processo também é
conhecido por "salting-out" (LIMA, M. R. et al., 2008). A melhor purificagdo com
sulfato de aménio foi na fracdo, no qual foi colocado no ensaio 600 pL da solucdo
tampé&o,375 yL de agua e 25 pL do suco digestivo do Achatina fulica “controle”.
Embora os resultados tenham sido notoriamente distintos, a purificacéo nao foi tao
eficiente para a enzima fosfatase alcalina, alvo deste experimento, comparada a

outras técnicas como a de espumacao.

5.4.4 Purificacédo pela metodologia de espumacao
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Para avaliar o desempenho do método, primeiramente utilizamos o SDAf
controle.

Foram aplicados 8mL de SDAf diluidos 1:50 com agua, com solucdo de 1,25
mg/mL de saponina e em solugdo de 2,5 mg/mL de saponina. Foram retiradas 3 a 5
fracOes dos espumados, mais a fragéo retida (final da coluna).

O tempo de colapsamento total das bolhas do SDAf foi em média de 30 minutos,
per ensaio e o fluxo teve que ser acelerado conforme as retiradas das fracfes
devido o decréscimo da quantidade de bolhas e maior lentiddo na saida das fracdes,
relacionada com a diminuicdo de liquido interno da coluna o qual dependeu de maior
forca de vazdo para atingir a saida do direcionador de espuma. As frac6es foram
mantidas em banho de gelo para realizacdo da determinacdo do conteudo total de
proteinas e mensuracdo de atividades enzimaticas (B-glucosidase e fosfatase

alcalina).

Tabela 17: Atividades especificas para as enzimas B-glucosidase e fosfatase alcalina. Tukey/anova
comparadas aos SDAf controles * P<0,05 ** P<0,01 ***P<0,001 ****P<0,0001. (continua)

Concentragdo de | Atividade especifica U/mg de proteina
proteina

Fracéo mg/mL B- glucosidase Fosfatase alcalina
Controle SDAf 4gua 135,75 181,66 (+5,63) 3.076,77 (+37,56)
1 153,5 161,7 (+20,76) 2.401,22 (+226,12)*

2 150 188,21 (+0,07) 3.096,77 (+9,59)

3 147 156,99 (+1,00) 2.347,88 (+6,44) *

Retida 138,25 222,93 (+2,23) * 2.970,11 (¥232,72)

Controle SDAf
136 213,54 (+9,80) 3.419,00 (+50,13)
Saponina 0,12 mg/mL

1 153,25 192,36 (+5,78) 3.006,88 (+66,15)*
2 162,75 149,13 (+10,11)** 3.774,55 (£31,27)

3 161,75 172,93 (+1,93) 2.630,44 (+173,01)*
Retida 138 185,37(+18,29) 3.521,22 (+50,13)

Controle SDAf
_ 145,5 194,32 (+23,38) 2.903,44 (+24,98)
Saponina 0,25 mg/mL

1 152,75 222,93 (x0,8) 2.845,66 (+50,44)

2 159,5 179,70 (+0,38) 2.394,55 (+34,41)*
3 135 212,23 (x0,07) 2.765,66 (+31,58)

4 137,25 210,48 (+18,60) 2.541,22 (+310,97)
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(Conclusao)
5 109,25 186,73 (£1,62) 2.947,88 (+37,87)
Retida 109,5 195,39 (£63,25) 3.443,44 (£65,84)*

Das fracbes diluidas 1:50 com &agua a fracdo espumada que obteve um
aumento da atividade da fosfatase alcalina, foi a fracdo 2, em um acréscimo de 0,5%
da atividade especifica entretanto ndo foi uma diferenca significativa
estatisticamente. JA comparada a atividade com o substrato PNF-glucosideo, a
fracdo que atingiu melhor atividade especifica foi a fragdo retida da coluna, com
aumento de 22% de atividade. Nas colunas espumadas com saponina 0,12 mg/mL
para ALP o melhor resultado foi também da fracdo 2 com um aumento de atividade
especifica em 10,39%, porém este resultado ndo foi estatisticamente diferente. Para
0 substrato PNF- glucosideo, ndo houve melhora na atividade. Ja as fracdes
espumadas com 0,25 mg/mL de saponina, a fracéo retida, obteve atividade 18,6%
superior a fracdo controle, estatisticamente maior segundo o teste de Tukey, sendo

eficiente para purificacdo da enzima fosfatase alcalina por este método.

5.5 CARACTERIZACAO POR ELETROFORESE

A eletroforese com Cellogel foi realizada a 80 v e 0,8 mA e a corrida durou
cerca de 2 horas e meia para ser finalizada. A figura 20 (A) exibe os corantes
indicadores quando chegam a parte central da fita, 0 que sugere a finalizacdo da
corrida eletroforética. O zimograma (B) com o substrato pNNF evidéncia a presenca
da enzima fosfatase alcalina em altas propor¢cdes no suco digestivo Achatina fulica,
confirmando os resultados ja obtidos nos calculos de atividade enzimatica e
especifica realizados anteriormente. A imagem C) refere-se ao revelado da fita com

o corante Cromassie Brilliant Blue evidénciando a albumina bovina (BSA) e o SDAT.
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Figura 21: Eletroforese e zimograma em Cellogel. A) -> B) -> C) em ordem operacional. A) Fita de
Cellogel sem corante. B) Zimograma com o substrato pNFF C) Revelado com o CBB.
' ABF XC

A)

C)
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6 CONSIDERACOES FINAIS

v Este trabalho é de importancia ambiental, pois evidencia a diversidade
enzimatica encontrada no suco digestivo do molusco do Achatina fulica, um
individuo encontrado abundantemente na natureza por suas caracteristicas
invasoras, proporcionando a ele uma funcdo como fonte de bens

biotecnolégicos.

v No suco digestivo encontrou-se uma gama variada de enzimas hidroliticas de
relevancia industrial com vantagens, pois ocorrem em elevada concentragao
protéica, além de possuirem atividades superiores as enzimas produzidas por

diversos microrganismos como fungos, leveduras e bactérias.

v A inducdo alimentar dos moluscos com glicerofosfato de sédio e alimentos
ricos em inulina e pectina ndo tiveram efeitos significativos quanto a liberacéo
de aguUcares redutores e totais nos re-ensaios com 0s respectivos substratos,
embora alguma atividades enzimatica, caso da fosfatase alcalina, tenha

apresentado melhor nivel quando a dieta recebeu inulina.

v A cromatografia em camada delgada (CCD) mostrou-se como uma técnica
muito eficiente para demonstrar com clareza de forma qualitativa as hidrélises
dos substratos polissacaridicos, permitindo, em ensaios ageis, analisar uma

dezena de amostras por vez.

v O suco digestivo do molusco exibe uma atividade muito alta da enzima
fosfatase alcalina. Incubagdes “in vitro” com um substrato classico, o pNFF —
para-Nitro Fenil Fosfato seguido de eletroforese e zimograma com o0 mesmo
substrato sintético, permitiu evidenciar com clareza esta atividade hidrolitica

de alto valor comercial.

v Percebeu-se dificuldade experimental em quaisquer dos esquemas de

enriguecimento e purificacdo das enzimas, certamente por conta da
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pluralidade de entidades moleculares cujas estruturas protéicas devem ser

assemelhados em termos de dimensdo molecular e carga.

A purificacdo por espumacéo ou separacdo adsortiva por bolhas (“foaming”)
foi eficiente quando combinada a uma acdo de detergéncia através de uma
solucdo de saponina 0,25mg/mL, favorecendo melhor formacdo de bolhas e
propiciando um enriquecimento da atividade de fosfatase alcalina na ordem
de 19%.
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APENDICES

Grafico 2: Curva Analitica do método de Biureto
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Grafico 3: Curva Analitica do método de Bradford
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Grafico 4: Curva Analitica do método deLowry
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Gréfico 5: Curva Analitica do método de BCA
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