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RESUMO

As transglutaminases (EC 2.3.2.13) ou TGases sdo enzimas transferases capazes de
catalisar a formacdo de ligacGes covalentes cruzadas entre proteinas, peptideos e varias
aminas primarias atraves de reac6es do tipo acil-transferéncia entre grupos y-carboxiamida
de residuos de glutamina e grupos aminas. As transglutaminases vem sendo utilizadas em
filmes de gelatina devido a diminuicdo do carater hidrofilico e alteracdo das propriedades
mecanicas dos mesmos. No presente trabalho, a enzima transglutaminase (3 g/l) foi
caracterizada em temperaturas de 37°C, 50°C e 60°C, em diferentes valores de pH (6-8) e
sua estabilidade térmica a 50 °C também foi avaliada. A enzima apresentou melhor atividade
em pH 7 e temperatura de 37°C. A desnaturagéo da enzima ocorreu em 15 minutos, quando
submetida a temperatuta de 50°C.
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INTRODUCAO

As enzimas sdo proteinas globulares soltveis sintetizadas pelos organismos vivos com
a finalidade especifica de catalisar as rea¢des bioguimicas que, de outro modo, ndo ocorreriam
sob as condicdes fisioldgicas habituais. As vantagens de utilizar enzimas na producdo de
filmes de gelatina decorrem de sua capacidade de catalisar reagdes, devido a sua grande
especificidade, sem causar reagdes secundarias (ORDONEZ, 2005).

A Transglutaminase (TGase) (EC 2.3.2.13) é uma enzima capaz de modificar
proteinas através de reacOes de transferéncia de acila entre um grupo G-carboxiamida de
peptideos ligados a residuos de glutamina (doadores de acila) e uma variedade de aminas
primarias (aceptores de acil), incluindo o grupo e-amino de residuos de lisina em certas
proteinas (HINZ et al.,, 2007). As propriedades bioquimicas das MTGases e TGases
contribuiram para seu emprego em larga escala na industria, pois estas enzimas sdo capazes
de introduzir ligacGes covalentes nas proteinas, alterando propriedades como: solubilidade,
habilidade de hidratacdo, capacidade emulsificante e espumante, viscosidade, elasticidade e
geleificacdo das proteinas para o consumo humano (JAROS et al., 2006; LORENZEN et al.,
2002).

De acordo com Ando et al. (1989), a massa molecular da transglutaminase, avaliada
por SDS-PAGE, é em torno de 40 kDa, com pH otimo, entre 5 e 8. Entretanto, mostra
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alguma atividade em valores de pH entre 4 e 9, sendo estavel em larga faixa de pH. A
temperatura 6tima da transglutaminase € 50°C (por 10 minutos e pH 6,0) e se mantém ativa
por 10 minutos a 40 °C, mas perde a sua atividade a 70 °C em poucos minutos.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo determinar a atividade
enzimatica de uma transglutaminase comercial, bem como sua estabilidade térmica,
temperatura 6tima e pH o6timo. A caracterizagdo da enzima visa sua posterior aplicagdo na
producdo de filmes contendo gelatina.

MATERIAL E METODOS
Determinacdo da atividade enzimatica

Para determinacdo da atividade enzimatica, foi utilizada a enzima transglutaminase,
solugdo de 3 g/l, cedida pela Ajinomoto do Brasil, Industria e Comércio de Alimentos Ltda. (Sdo
Paulo, SP, Brasil), comercializada como ACTIVA® YG.

A metodologia foi adaptada de GROSSOWICZ et al. (1950). O reagente “A” foi
preparado com Tampéo Tris-acetato 200 mM e pH 6,0 contendo 100mM de hidroxilamina,
10mM de glutationa reduzida e 30 mM de substrato CBZ-GIn-Gly. O Reagente “B” continha:
solugdo 1:1:1(v/v/v) de HCI 3 N, acido tricloroacético a 12%, e FeCl3.6H,0 a 5% dissolvido
em HCI 0,1 N. Em 1,0 mL de extrato enzimatico adicionou-se a mesma quantidade de
reagente “A”. Apos a homogeneizacdo incubou-se por 10 min a 37°C e interrompeu-se a
reagdo adicionando 1,0 mL do reagente “B”. Procedeu-se a leitura da amostra em
espectrofotbmetro a 525 nm. A curva-padrdo foi feita com 4&cido L-glutdmico-y-
monohidroxdmico. Uma unidade de atividade enzimética TGase foi definida como a
quantidade de enzima capaz de formar 1,0 umol de hidroxamato por minuto nas condi¢des do
ensaio.

Efeitos do pH e da temperatura sobre a atividade enzimética

Diferentes valores de pH (6-8) foram avaliados a fim de determinar o valor 6timo.
Temperatura e estabilidade térmica também foram avaliados. O efeito da temperatura sobre a
atividade enzimaética foi determinado em temperaturas de 37, 50 e 60°C. Para a determinagéo
da estabilidade térmica, utilizou-se pH 7 e as solucdes enzimaticas foram expostas a
temperatura de 50°C durante 0, 15, 30, 45 min. A atividade residual foi calculada
considerando o tempo de 0 min como controle.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Efeitos do pH e da temperatura na atividade enzimatica

Diversos fatores afetam as reacOes catalisadas pelas enzimas, dentre 0s quais se
destacam: a concentracdo da enzima, a concentracdo de substratos, pH, e temperatura. A
analise de todos esses fatores é importante no conhecimento da natureza da reacdo
enzimaética.
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O efeito dos diferentes valores de pH sobre a atividade enzimatica esta apresentado na
Figura 1 (a). Observa-se que 0s maiores valores para a atividade enzimética foram obtidos
para valores de pH de 7 e 8.

120 80 4

100 4

60 4
804

60 40 <

Atividade (U)
Atividade (U}

404

20 4
20

0 T T T 0 T T T T T T
6 7 8 40 50 €0

pH Temperatura (°C)

(a) (b)

Figura 1: atividade enzimética para a) diferentes valores de pH b) diferentes temperaturas.

Os valores para a atividade enzimatica em diferentes temperaturas estdo apresentados
na Figura 1 (b). As maiores atividades ocorreram nas temperaturas de 37 e 50°C. De acordo
com Piccolo (2006) e Gauche (2008), transglutaminases, normalmente, apresentam pH étimo
entre 5-8 e temperatura 6tima de 50°C . Diversos trabalhos apresentados na literatura indicam
que a utilizacdo da enzima transglutaminase deve acontecer em temperaturas de 50°C
(CHAMBI e GROSSO, 2006; PIOTROWSKA et al., 2008). A partir dos resultados obtidos
neste trabalho observa-se que temperaturas mais brandas podem ser utilizadas sem prejudicar
a acdo da enzima.

Atividade Residual

A estabilidade térmica da enzima é muito importante para a sua aplica¢do industrial.
Na Figura 2 esta apresentada a estabilidade térmica da enzima.
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Figura 2: Atividade residual (%) da transglutaminase
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Observou-se que a enzima perdeu totalmente a sua atividade quando exposta durante
15 min a temperatura de 50°C. Este fato pode ser atribuido a desnatura¢do da mesma.

Estudos, realizados por Souza et al. (2011), demonstraram que a atividade da
MTGase produzida por Bacillus circulans BL32 foi reduzida a zero apés 10 min exposta a
temperaturas de 60 e 70 °C. Porém, em temperaturas de 30, 40 e 50 °C a enzima manteve-se
estavel por até 120 min. Estudando a producdo de MTgase por uma linhagem de Streptomyces
sp., Mahmood (2013) observou que em temperatura de 40°C, a enzima era estavel
termicamente por 60 min. Nesse mesmo periodo, a referida enzima conseguiu preservar entre
35% e 10% de sua capacidade catalitica a 50 e 55°C, respectivamente, e ndo apresentou
atividade em 30 min de incubacéo a 60°C.

CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados conclui-se que a enzima transglutaminase apresentou
melhores valores para a atividade enzimatica em temperaturas de 37 e 50°C, valores de pH de 7 e
8. Ainda, determinou-se que a enzima ndo apresenta atividade residual quando submetida a
temperatura de 50°C durante 15 min. Diante do exposto, conclui-se que a utilizagdo da mesma
para a producdo de filmes de gelatina pode ser realizada com pH 7,00 e em temperaturas amenas
(37°C).
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