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O objectivo do presente trabalho consistiu ho estudo do efeito combinado de
presséo e temperatura, a pH 7,5, na actividade da enzima peroxidase (POD).
Assim, foi estudado o efeito da pressdo e temperatura nos parametros
cinéticos, Vnax € Ky da POD, calculados por dois modelos, Michaelis-Menten e
Lineweaver-Burk, para os substratos fenol e peroxido de hidrogénio. Foram
usadas gamas de pressfes e temperaturas entre 50 e 500 MPa e 6 a 45 °C,
respectivamente. Verificou-se que nesta gama de temperaturas e pressao a
enzima nao é inactivada, pelo que os resultados observados se devem apenas
ao efeito da pressdo e temperatura na actividade catalitica da enzima. Foi
verificado para os dois substratos que para temperaturas baixas geralmente a
pressdo aumenta a actividade da enzima em relagdo a pressao atmosférica.
Todavia aplicando temperaturas mais elevadas foi verificado o contrario, os
valores de actividade determinados as diferente pressdes sdo sempre
inferiores aos obtidos a pressao atmosférica.

Foi verificada uma diminuicdo gradual da actividade da enzima com a pressao
aplicada (para pressdes acima de 50/100 MPa), indicando assim uma inibicao
desta pela pressao, comprovado pelos respectivos valores positivos do volume
de activacéo (V,) determinados as diferentes temperaturas. Através do estudo
realizado com a variagdo da temperatura foi possivel calcular a energia de
activacdo (E,) para as diferentes pressdes aplicadas onde se verifica que esta
aumenta com o aumento da pressao.

Com aplicacdo de um modelo termodinadmico foi possivel modelizar o efeito
combinado da pressdo e temperatura, no Vs € Ky da POD, permitindo a
determinacdo de curvas de iso-actividade em funcdo da pressdo e
temperatura.



keywords

abstract

Peroxidase, activity, high pressure, temperature, parameters kinetics,
Lineweaver-Burk, Michaelis-Menten

The aim of this work was to study the combined effect of pressure and
temperature, at pH 7,5, on peroxidase (POD) activity. Thus the effect of
pressure and temperature on the kinetics constants, V.« € Ky calculated by
two models, Michaelis-Menten and Lineweaver-Burk, for the substrates phenol
and hydrogen peroxide was studied. Pressure and temperature ranges
between 50 to 500 MPa and 6 to 45 °C, respectively were studied. In this
ranges POD was verified to be not inactivated, indicating that the results
observed were only caused by pressure and temperature effects on the
enzyme catalytic activity.

Generally, it was found for the two substrates, that at the lower temperatures,
the pressure increases the enzyme activity relatively at the atmospheric
pressure, while an opposite effect was verified for the higher temperatures. It
was observed that with the pressure application there was a gradual decrease
in the enzyme activity (up to 50/500 MPa), indicating a pressure inhibition,
which was evidenced by the positive activation volumes (V,) determined.
Increasing the temperature in the range studied increased the activity, with
activation energies (E,) that increased with pressure increment.

Using a thermodynamic model it was possible to model the effect of pressure
and temperature on V. € Ky, allowing the determination of iso-activity curves
as a function of pressure and temperature.
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Parte I. Revisao Bibliografica
1. Introducao

A preferéncia dos consumidores por alimentos de alta qualidade, sem aditivos,
estaveis num dado periodo de tempo consideravel, designado por “tempo de vida de
prateleira” e com caracteristicas de um produto fresco, tem despertado cada vez mais
Interesse por parte da inddstria alimentar por novos métodos de conservacio de
alimentos. De modo a atingir estes requisitos varios métodos tem vindo a ser
desenvolvidos. Foram feitos varios estudos e experiéncias a nivel de industria
alimentar, bem como pesquisas académicas de modo a certificar a eficacia deste tipo
de tecnologias na seguranca e qualidade dos produtos finais [1].

Entre estes métodos tem ganho relevancia a utilizacdo de alta pressdo. As
células vegetativas, assim como as leveduras e bolores sdo bastante sensiveis a
pressao, sendo normalmente inactivas a pressoes entre 300-600 MPa. Por outro lado
os esporos bacterianos sdo bastante resistentes, para a sua inactivacdo é necessaria
uma pressio superior a 1000 MPa [1].

O desenvolvimento da tecnologia de alta pressdo para processamento de
alimentos, permitiu verificar que as enzimas também sio afectadas pela pressio.
Surgiu assim a possibilidade de usar a pressio para modificar a actividade de enzimas

e alterar a sua especificidade [2].

1.1. Enzimas

As enzimas, de natureza proteica, sdo utilizadas nas reacgdes quimicas pois
actuam como catalisadores biolégicos ou biocatalisadores, visando aumentar a
velocidade das reaccgbes que ocorrem nas células e microrganismos sem se consumir,

mantendo também o equilibrio quimico da reaccio [3].
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1.1.1. Actividade das Enzimas

A actividade das enzimas é normalmente expressa em U (unidades de
actividade enzimatica) que corresponde a quantidade de enzima que catalisa a
transformacéo de 1 pmol de substrato por unidade de tempo a 25 °C, conjugando em
simultaneo, condi¢bes Optimas de pH. Assim, a actividade enzimatica segue uma

equacao base da reaccao catalisada pela enzima E:

k k
1,

E+S«< FES——» E+P
kZ

Nos instantes inicias da reac¢do, a concentracio do substrato ndo tem grandes
alteracbes, sendo praticamente igual a concentracdo inicial. A concentracdo do
produto formado é praticamente nula, tornando a reaccio cinética mais simples (néo
se considera a reaccdo inversa), medindo-se assim as velocidades iniciais de reaccdo. A
actividade das enzimas depende de uma série de factores internos, tais como o tipo de

substrato, tipo de solvente, valores de pH e temperatura do meio [3].

1.1.2. Peroxidase (POD)

Os primeiros estudos a serem realizados com a peroxidase do rabano foram
feitos no inicio do século XX. A peroxidase (EC 1.11.1.7) do rdbano bravo (horseradish
peroxidase, HRP) ocupa uma posicdo importante na histéria da enzimologia, devida a
sua estabilidade e disponibilidade, esta enzima é muitas vezes usada como um modelo
tipico da familia das peroxidases. O desenvolvimento na pesquisa do mecanismo da
reaccdo, estrutura e funcdo da enzima fez com que houvesse muita atenc¢do por parte
dos investigadores [4].

O rabano é uma erva firme cultivada nas mais diversas zonas temperadas do
mundo em que as suas raizes sdo bastante procuradas a nivel alimenticio, sdo grossas,
longas, brancas e com um gosto bastante apurado (Figura 1). A peroxidase para além
de se encontrar nas raizes, também se encontra nas folhas e tronco, sendo que se
encontra maioritariamente nas raizes [4-5]. O contetido da peroxidase ndo varia

apenas no local da planta, mas também com a maturidade da mesma e temperatura a
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que se encontra (estagdes do ano). A peroxidase est4d normalmente localizada nas
paredes celulares [4].
A peroxidase é uma oxido-redutase que catalisa a decomposicio do perdxido de

hidrogénio na presenca de um composto dador de hidrogénio, causando a sua oxidacgao

[6].

Figura 1 — Representacéo do rdbano bravo, Veitch (2004) [5].

A peroxidase é uma das enzimas mais abundantemente encontradas a nivel
animal e vegetal, tendo uma vasta aplicabilidade a nivel comercial. Devido a
apresentar bastante estabilidade térmica, ser de facil obtencao e de reduzidos custos
de aquisicdo, esta enzima é amplamente usada como um componente em testes de
diagnéstico clinico, em aplicacdes analiticas (quantificacdo de &cido urico, glicose,
colesterol e lactose), industria farmacéutica, areas biotecnolégicas e alimentar [5, 7].

Como a peroxidase apresenta bastante resisténcia a temperatura, a sua
inactivacdo é um sinal de inactivacdo térmica para todas as outras enzimas [8]. Além
de apresentar bastante estabilidade a nivel térmico, é também bastante resistente
numa gama alargada de pressoes, sendo que a estabilidade é maior em torno do pH
neutro, (6,5 a 9 a temperaturas entre 40 e 52 °C) dependendo do tipo da iso-enzima e
do substrato usado [4]. Todavia, para valores de pH inferiores a 5 e superiores a 11, a
estabilidade térmica da peroxidase diminui bastante, aumentando assim a rapidez da
sua inactivacgéo.

A peroxidase é também referenciada pelo facto de sofrer regeneracio da

actividade, ou seja, depois de inactivada pode recuperar parte da actividade perdida

[4].
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1.1.2.1. Tipos de Peroxidase

A peroxidase pode ser classificada em dois grupos principais: peroxidases
ferroproteinas e flavoproteinas. As primeiras podem ainda ser subdivididas em dois
subgrupos: peroxidases ferriprotoporfirinas e verdoperoxidases [6].

A peroxidase das plantas superiores esta presente no grupo das
ferriprotoporfirinas. Esta enzima possui a ferriporfirina IX (4tomo de Fe3*) (Figura 2),
que lhe confere uma cor acastanhada. Devido a este grupo, este tipo de peroxidases
apresenta um maximo de absorcao a 275, 403,497 e 641,5 nm. A razao da absorcio de
403 e 280 nm é denominada pelo valor de RZ (Reinheitszahl) que determina a pureza
da preparacéo da peroxidase [6].

No presente estudo foi utilizada este mesmo tipo de peroxidase. Para além
deste grupo heme a peroxidase é constituida por dois dtomos de célcio (Ca2*), uma
Unica cadeia de aminoicidos, 3 a 8 cadeias de carbohidratos (sendo uma

glicopreoteina) e pontes de dissulfureto.

Figura 2 — Representacdo esquemadtica da estrutura da ferriporfirina IX, Veitch (2004)
[5].

Sao estes dois centros metalicos, Ca?*, grupo heme e os atomos de calcio que,
juntamente com as pontes de dissulfureto, ddo conformacio, estrutura e integridade

funcional a enzima [4, 6, 9-10].
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1.1.2.2. Estrutura Terciaria

A enzima peroxidase tem vindo a ser estudada ha mais de um século. Nos
ultimos anos tem sido investigada a sua estrutura e cada vez mais sdo descobertas
informacoes sobre a sua estrutura terciaria.

A estrutura mais detalhada apareceu recentemente na literatura. O seu estudo
foi realizado através da cristalografia de raio X. E possivel identificar o grupo heme a
vermelho, dois atomos de célcio (esferas azuis). As hélices a e as folhas £ sdo

evidenciadas a roxo e amarelo, respectivamente (Figura 3) [5].

Figura 3 — Representacdo da estrutura tercidria da horseradish peroxidase (HRP),

Veitch (2004) [5].

1.1.2.3. Ciclo Catalitico

O ciclo catalitico (Figura 4) inicia-se com a decomposicio do peréxido de
hidrogénio, libertando uma molécula de agua, e formando o denominado composto I,
no qual o ferro III é oxidado a ferro IV e a porfirina reduzida a um radical catiénico. O
Composto I é por sua vez reduzido, por um electrido derivado do substrato, formando
assim o Composto II. Este por accdo de uma oxidacdo forma um radical livre que

permite que o composto II reverta a sua forma nativa [4-5, 11].
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Figura 4 — Esquematizacao do ciclo catalitico da enzima peroxidase, Veitch (2004) [5].

1.2. Tecnologia de Alta Pressao

Esta tecnologia é usada ha muitos anos numa vasta gama de produtos, tais
como, ceramicos, grafite, plasticos, etc.. Porém tem vindo a ganhar énfase na area da
biotecnologia e na industria alimentar (1ltimas décadas) [12-13].

Os tratamentos por alta pressio tém substituido os tradicionais tratamentos
térmicos, em alguns casos, uma vez que conferem caracteristicas ao produto final que
vao ao encontro da preferéncia do consumidor. Este método caracteriza-se por usar
temperaturas mais baixas, o que permite uma melhor retencdo da qualidade dos
alimentos. Deste modo esta tecnologia responde a procura do consumidor por um
produto mais rico a nivel nutricional e sensorial [12, 14]. A tecnologia de alta pressio
tem tido sucesso na industria alimentar para produzir alimentos minimamente
processados. Assim, o produto processado é livre de aditivos, ou seja, o mais natural
possivel, com as caracteristicas essenciais de um produto fresco. Os tradicionais
tratamentos térmicos inactivam e reduzem consideravelmente o numero de
microrganismos presentes inicialmente. Todavia, as caracteristicas dos alimentos com
a aplicacdo de calor, como as nutricionais e sensoriais, sdo também gravemente
afectadas, uma vez que estes tratamentos atingem as ligacées covalentes e nao-

covalentes [14].
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1.2.1. Tratamento por Alta Pressao Hidrostatica

A tecnologia de alta pressio promove a destrui¢do de microrganismos e bactérias,
Iinactivando a maior parte das enzimas as quais sdo responsaveis pela deteorizacio
dos alimentos, aumentando significativamente o tempo de vida dos alimentos, uma
vez que as moléculas mais pequenas permanecem intactas como a maioria das
vitaminas e compostos volateis (responsaveis pelo sabor dos alimentos). Os
tratamentos de alta pressdo afectam as ligacdes mais fracas (nfo covalentes) tais
como as pontes de hidrogénio, ligacdes idnicas e hidrofébicas [15]. Este tipo de
tratamento sofre diferentes fases como pode ser visualizado na Figura 5:
pressurizac¢ido, manutencdo da pressdo durante um certo tempo e despressurizacao. O

calor gerado pelo aquecimento adiabatico
através da compressio, aumenta um pouco a
temperatura. Esta temperatura é dissipada
através das paredes do vaso durante o tempo
que o produto permanece sob pressdo por
conducdo de calor. Na descompressio

verifica-se arrefecimento adiabatico, pelo que

a temperatura final é inferior a inicial. E de
Figura 5 — Representacdo grafica das ) ) L
variaveis: pressdo, temperatura e tempo no evidenciar que o tempo de despressurizacéo é
decorrer de um tratamento por alta
- de segundos [16-17].
pressdo, Khurana and Karwe (2009). & [ ]

Ao contrario dos tratamentos térmicos a pressio hidrostatica é instantinea e
uniformemente distribuida pelo alimento (pressio interior igual & pressio exterior do
produto), independentemente do tamanho e geometria do produto, conhecido por
principio isostatico. Esta é uma das vantagens do tratamento por alta pressio em
relacdo aos tratamentos térmicos em que é necessario aumentar a temperatura de
tratamento de modo a levar a temperatura desejada ao centro do alimento, o que
confere ao produto a perda de algumas caracteristicas sensoriais e nutricionais [12].
Para além deste principio, a aplica¢do de alta pressdo baseia-se também no principio
de Le Chatelier, o qual enuncia que qualquer fenémeno que implique uma reducio do
volume é favorecido sob alta pressdo (volume do reagentes> volume dos produtos,

AV<0), enquanto que as reaccdes com aumento de volume sdo inibidas (AV>0). B
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importante frisar que também o sistema pode influenciar, pois o solvente, ou mesmo a
agua, podem sofrer alteraces sob pressio.

Sob pressao, o equilibrio termodinamico de uma reaccio é determinado por AV,
enquanto a sua cinética, esta é determinada pelo volume de activacéo, Va. O efeito da
pressdo na actividade de uma enzima é determinado pelo volume de activacio

segundo a equacio de Eyring (Eq.1) [18-20]:

din(k)) _ (AV
%) %)

Esta relacdo mostra que a pressio acelera reaccdoes em que a variacido de
volume entre o complexo ES e E+S seja negativo (e vice-versa) (Figura 6). O efeito da
pressdo é mais marcado nas reacgoes com grande alteracdo do estado de hidratacgio

dos componentes entre o estado inicial e de transicdo [19].

Figura 6 — Representagdo grafica das variagbes de volume sob efeito da pressido na
evolucdo da reaccdo enzimética, Ramirez et al (2009) [21]

1.2.1.1. Efeitos nas Reacgdes Quimicas, Bioquimicas e Enzimaticas

A pressio pode afectar varias reacgdes bioquimicas, o que pode ser explicado
devido a alteracoes de volume durante o tratamento de alta pressdo. As mudancas de

volume causadas pela aplicacdo de pressio, sdo acompanhadas por alteracdo ou



Parte I. Revisao Bibliografica

interac¢do entre sistemas, ou seja, reac¢des que envolvem formacido de pontes de
hidrogénio ou formacao de liga¢des covalentes sdo fortemente favorecidas.

Este tipo de tratamentos, no caso das reaccoes enzimadaticas pode inactivar ou
activar as enzimas, sendo a sua inactivacido influenciada pelo pH, temperatura
durante a pressurizagdo, tipo de enzima e concentragdo do substrato, enquanto os
efeitos na activacido enzimatica sio influenciados apenas pela interaccdo da enzima
com o substrato [3, 12].

No caso geral a relacdo entre a pressio combinada com diferentes
temperaturas na actividade de uma enzima, revela uma forma eliptica, como se pode
Denatured/Inactive observar pela Figura 7. E verificado que

Conformation . . i
existe uma zona onde a enzima esta

Pressure

activa (dentro da elipse) e uma de

desnaturacio enzimatica (fora da
Native / Active
Conformation

elipse). Estas duas zonas sdo separadas
por uma outra zona que representa a

zona de desnaturacio reversivel. O seu

Temperature contorno ilustra o equilibrio entre o
. . L. estado nativo e desnaturado da enzima.
Figura 7 — Diagrama teérico de temperatura —

pressdo com duas fases; zona activa e zona de Pode existir assim, uma desnaturacéo a
desnaturacido enzimatica, dentro e fora da elipse . . .
respectivamente, adaptadoEisenmenger and duente (baixa pressdes) ou a frio (altas

Reyes-De-Corcuera (2009). pressdes) [17, 22-23]

As estruturas das enzimas, secunddria, terciaria e quaternaria, podem ser
afectadas sob pressao dependendo claramente da pressao aplicada. Os tratamentos de
pressao afectam as ligacoes fracas como as de Van der Waals e pontes de hidrogénio,
atingindo minimamente as mais fortes, como as ligacbes covalentes. Pressoes
moderadas podem afectar a estrutura quaternaria, enquanto que aplicando pressées
mais elevadas, >500 MPa, a estrutura terciaria pode ser atingida, dependendo da
natureza da enzima.

Nas reaccgoes enzimaticas a pressio pode levar a mudancas no centro activo da
enzima conduzindo a modificacdes na especificidade do substrato, conduzindo assim a

uma perda ou ganho de actividade [12].
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1.2.1.2. Efeito da HHP na Peroxidase

Ni&o existe um comportamento “modelo” para o efeito nas enzimas com os
tratamentos de alta pressdo. Como mencionado acima, estes comportamentos diferem
entre as enzimas utilizadas, bem como o tempo e magnitude da pressao aplicada.

A peroxidase é conhecida como sendo a enzima mais estavel aos tratamentos
térmicos e de pressdo [5]. Ao longo do tempo, varios estudos tém sido elaborados para
melhor conhecer a enzima peroxidase nos distintos produtos alimentares. Verifica-se
que para diferentes alimentos a peroxidase comporta-se de diversas formas,

apresentando-se de seguida os principais casos encontrados na literatura.

Cenoura
Foi obtida para a cenoura uma inactiva¢ao maxima de 91% a 600 MPa e a 45°C

[24].

Ervilhas frescas

Existem estudos que indicam que a percentagem da actividade residual
depende do tempo de pressurizacgio. Por exemplo, para ervilhas frescas a aplicacio de
900 MPA a 60 °C, durante 10 minutos, leva a uma percentagem residual de 12%
(inactivacdo de 88%) [8].

Feijgo Verde

Experiéncias realizadas com feijdo verde, indicam que ¢é atingida uma
actividade residual de 75% através de tratamentos de 500 MPa, a temperatura
ambiente, durante um curto periodo de tempo, 60 segundos [8, 25]. Contudo o
processamento a 900 MPa, durante 10 minutos a4 temperatura ambiente, diminui a

actividade 88% [26].

Morango

Foi evidenciado que a inactivacdo maxima da peroxidase é de 35 %, pela
aplicacdo de alta pressdo tanto a 600 como a 800 MPa, durante 15 minutos. Estando

estes resultados de acordo com estudos anteriormente divulgados e que durante o

10
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mesmo tempo de tratamento se obteve uma inactivacdo maxima de 25 %, para 230
MPa [27].

Aplicando 400 MPa os efeitos da actividade sdo influenciados também pelo
tempo de processamento, ou seja na aplicacdo de 400 MPa a actividade da peroxidase
tem um aumento de 13 % e 1 % durante 5 e 10 minutos de processamento,

respectivamente [27].

Puré de morango

A POD inactiva a 300 MPa durante 15 minutos a temperatura de 20 °C.
Aumentando a pressio e a temperatura é verificada uma diminui¢do ligeira na

actividade [27].

Sumo de Kiwi

Apoés a aplicacdo de um tratamento de 600 MPa a 50 °C durante 30 minutos, foi
obtida a actividade residual maxima de aproximadamente 29,4%. O que demonstra
que nestas condicbes a enzima nido é inactiva completamente. E verificado que a
actividade da enzima POD diminui com o aumento da temperatura aplicada, quando

se mantém a pressio [28].

Sumo de Laranja

N

A actividade da peroxidase diminui gradualmente a medida que se aumenta a
pressdo (até 400) & temperatura ambiente. No entanto, é atingida uma inactivacio
maxima de 50 % aos 400 MPa e 42 °C, num tempo de processamento de 15 minutos.

Estas condic¢des nio sio assim suficientes para uma inactivacio completa [26, 28].

Esta variacdo de resultados para a inactivacdo da peroxidase pela pressao,
pode dever-se as temperaturas usadas, tipo de substrato e pH. Todavia, também se
sabe que a estabilidade das enzimas est4 relacionada com as diferentes iso enzimas da
peroxidase, pois estas podem ter comportamentos diferentes quanto a resisténcia a
pressio e a temperatura dependendo, do tipo e sua origem.

De acordo com os dados obtidos da literatura, a peroxidase é uma enzima que
pode ser inactivada ou activada pela pressio, o que passou a ser desenvolvida em

aplicagGes biotecnoldgicas, usando a peroxidase sob pressao.

11



Parte I. Revisao Bibliografica

1.2.1.3. Efeito Combinado de Pressdo e Temperatura na Actividade das
Enzimas

Actualmente, tem sido combinado a aplicacdo de alta pressdo com
temperaturas a fim de estudar a influéncia destes na actividade enzimatica. Alguns
estudos tém sido realizados de modo a conhecer o comportamento da actividade das
enzimas sob pressio, tendo ja sido verificado que esta pode aumentar ou diminuir
relativamente a pressdo e temperatura aplicadas [29]. Uma das enzimas estudadas foi
a pectina metilesterase (PME) do pimento verde, tendo-se verificado que a presséo
aumenta a actividade da enzima para temperaturas elevadas e pressées reduzidas
(maxima actividade a 200 MPa a 55 °C) (Figura 8). Através de um modelo
termodinamico os valores tedricos foram estimados, permitindo modelizar o efeito
combinado da pressfo e temperatura na actividade desta enzima [30].

Na PME (purificada) extraida da cenoura também foi verificado um aumento
da actividade quando aplicado um tratamento de 500 e 100-400 MPa a 50 e 60 °C,
respectivamente. Todavia para pressdes mais baixas (<300 MPa) e temperaturas
mais elevadas (> 50 °C) é verificado um efeito antagonistico. Este efeito foi também
verificado com pressdes abaixo de 300 MPa e para temperaturas acima de 60 °C na
PME extraida das bananas [31].

Outro estudo realizado que verifica o0 aumento da actividade da enzima sob
pressdo, é o estudo da naringinase obtendo-se uma actividade maxima a 30 °C

aplicando 160 MPa [2].

12
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i

Figura 8 — Representagio grafica da dependéncia da velocidade inicial da PME de
pimento (purificada) com a pressdo e temperatura e respectiva superficie prevista pelo modelo
termodinamico, adaptado de Castro, S. M., et al (2005)[30].

Foi também verificado, através de um estudo realizado com a lipase, para
pressoes inferiores a 350 MPa, que a actividade enzimatica aumenta e que para
pressdes superiores a actividade diminui [29]. Para a enzima a-quimotripsina
concluiu-se que aumentando a pressdo juntamente com a temperatura, o parametro
cinético Vmax aumenta para temperaturas inferiores a 45 °C [32].

A tabela seguinte (Tabela 1) indica resumidamente alguns tipos de enzimas
nos quais a sua actividade aumenta sob pressio (%), indicando também a

temperatura e tempo de reaccio aplicado [33].

13



Parte I. Revisao Bibliografica

Tabela 1 — Representacdo do aumento da actividade (%) de alguns tipos de enzimas
quando sujeitos a tratamentos combinados de pressdo e temperatura [33].

Pressio Temperatura Tempo % Relacéo ao

Enzima (MPa) C) (min) controlo Referéncia
Lipase <300 40 : 110 [22]
Lipase 350 80 - 239 [22]
Lipase 400 63,5 : 20 [22]
Lipase 400 80 - 96 [22]
LlafpopyEmnase 200 55 15 120 [22]
(soja)
Naringinase 200 54 - 72 [2]
(sumo uva)
Pectin Methylesterase : i )
(Pimento Verde) 100-200 25 10-20 [34]
Pectin Methylesterase i
(Tomate) 300 50 170 [33]
Peroxidase 7 30 = 251 [33]
Peroxidase
(Morango) 400 5 13 [27]
Eemosiiase 400 - 10 1 [27]
(Morango)
Polifenoloxide
(Cebola) 500 142 [33]
Polifenoloxidase 400 ) 10 140 [33]
(Cogumelo)
Polifenoloxidase
(Cogumelo) 800 10 60 [33]
Polifenoloxidase
(Framboesa Verm.) 400 ° [27]
Polifenoloxidase
(Framboesa Verm.) 800 8 [27]
Polifenoloxidase 600 20 360 500 [33]
(Pera)
B-Glucosidase 400 15 76 [27]

(Framboesa Verm.)

A peroxidase é uma enzima com grande potencial biotecnolégico, que pode ser

alargado pela utilizacio de alta pressao.

1 Exposto a COz2 comprimido
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O presente trabalho teve como objectivo de estudo o efeito combinado de
pressdo e temperatura, a pH 7,5, na actividade da peroxidase e nos seus parametros
cinéticos Vmix € Ku obtidos pelos modelos de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk
para os substratos fenol e perdxido de hidrogénio. Na literatura existem poucos
estudos deste tipo, uma vez que a maioria destes estudos se centra no efeito da
pressio e temperatura na inactivacio de enzimas, ou entfo na actividade (mais raro),

mas sem determinar o efeito em K.
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Parte II. Método Experimental

2.1. Material

No presente trabalho a peroxidase (EC.1.11.1.7) (tipo II P8250, R.Z=1,9) e a
catalase (EC.1.11.1.6) (C0322, 2950 U/mg de sélido) bem como a 4-aminoantipirina
foram obtidas pela Sigma — Aldrich, Steinheim, Alemanha. Para a preparac¢io do
tampao foi utilizado 4cido cloridrico (37 % m/v) e tris-(hidroximetil)-aminometano. No

preparado dos substratos foi usado fenol de Merck e peréxido de hidrogénio (30%

(P/V))2.

2.2. Métodos Analiticos

2.2.1. Determinacao da Actividade da Peroxidase

A quantificagdo da actividade enzimaéatica da peroxidase foi efectuada de dois
modos diferentes, aplicando diferentes pressdes e temperaturas, de modo a comparar
com os resultados obtidos a pressdo atmosférica sem alterar as condicdes do meio e o
tempo de reacgdo. O procedimento experimental utilizado foi inicialmente testado de
modo a garantir que a reac¢do se mantivesse linear na curva de absorvancia ao longo
do tempo, durante cerca de 30 minutos.

Para esta determinacio foi usado um método espectrofotométrico, seguindo o
procedimento de Worthington [35]. Ocorre uma reaccio devido a oxidacdo do fenol na
presenca da enzima peroxidase. Este método quantifica a formacgdo do produto

croméforo, a antipirilquinonimina, pela formacéo de cor rosa [31].

2 Solugéo de perdxido de hidrogénio preparada regularmente devido a sua instabilidade.
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/Q/O
OH C H CHs N
Peroxidase —
N o

Hs NH;
/N\ v
H3C N 0 H3C

Phenol 4-Aminoantipyrine Antipyrilquinoneimine

2 H202 +

O substrato usado era composto por 1033 pL da solucdo de perdxido de
hidrogénio (9,11x10* M), 3967 pL de tampao tris/HC1 (0,1 M, pH 7,5), por 5000 pL de
fenol (0,16 M) e 4-aminoantipirina (2,3 mM), fazendo assim um volume total de 10
mL.

O tampao tris/HCI foi o seleccionado devido a sua estabilidade a altas pressoes
mantendo o pH do meio reaccional fixo. A quantidade de 4-aminoantipirina foi
mantida constante para os diferentes substratos preparados, quer para as
concentracées de fenol como para as do perédxido de hidrogénio, assim foi adicionado a
cada solucdo preparada 0,04674 g de 4-aminoantipirina (2,3 mM).

Adicionando 49,5 puL da enzima POD (2,225x10* mg.mL1) a 1500 pL de
substrato perfaz-se um volume do meio reaccional de 1549,5 pL.

A determinacédo da actividade da POD foi efectuada através dos valores de
absorvancia obtidos a 510 nm usando o espectrofotémetro UV/VIS (PerkinElmer
Instruments). Com a Lei de Beer-Lambert é entdo possivel fazer esta determinacio,
com £=6,58 (M'.cm™) e 1=1 (cm), vindo assim a actividade em pmol.min! (unidades SI)

[35].

Lei de Beer-Lambert- AbS =CX I X E

Para se quantificar a actividade de uma enzima, deve-se verificar que se esta a
trabalhar em condi¢bes de saturacdo. A actividade da POD é assim determinada
através do calculo dos valores da velocidade inicial, correspondentes a zona linear da
curva de absorvancia em funcido do tempo de reaccdo. Isto significa que se calcula a
taxa de variagao de substrato ou produto, ou seja a derivada da variagao de substrato

ou produto com o tempo.
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De modo a parar a reaccdo a um tempo preciso fol usada a enzima catalase
(CAT), 20 pL. A CAT foi escolhida pois catalisa a reaccdo de desproporcionacdo do
peroxido de hidrogénio e é usada numa concentra¢do em excesso, para que a reacc¢ao

que catalisa seja rapidas;
2H,0, —22* y9H,0+0,

Assim, quando misturada com o meio reaccional esta consome todo o perdxido
de hidrogénio ainda existente no meio. Foi estabelecido um tempo para a reacc¢éo de
20 minutos para todos os ensaios realizados dos dois substratos (pois é também
necessario um tempo pré-definido para a medicéo da actividade ao longo do tempo sob
pressdo), tendo sido feito um pré-estudo da concentracdo de CAT necessaria para a

paragem imediata da reaccéo [36].

2.2.2. Actividade da Enzima Quando Submetida a Diferentes Temperaturas

Com o objectivo de estimar a actividade da enzima a diferentes temperaturas,
foi adicionada 49,5 nL de peroxidase a 1500 pL de substrato previamente estabilizado
a 6, 12,5, 20, 30, 37, 45 °C num banho termostatizado de modo a dar inicio a reacgio
(tempo 0) (Huber — Compatible Control CC1, +0,1°C). Depois de reagir dentro do
banho, a pressio atmosférica durante 20 minutos, foram retirados 125 pL do meio
reaccional para uma célula de espectofotometro contendo ja os 20 pL de CAT e uma
parte do tampio tris/HCl (pH 7,5) (375 pL) para a catalase estar homogeneizada
neste, parando assim a reaccdo de imediato aos diferentes tempos pretendidos.
Adiciona-se o tampao restante (500 pL) de modo a perfazer o volume necessario para
medir no espectofotometro. E assim possivel a determinacdo da actividade da enzima

POD a diferentes temperaturas a pressdo atmosférica.

2.2.3. Determinacao das Constantes Cinéticas de Michaelis-Menten e
Lineweaver-Burk

O método para determinar as constantes cinéticas através destes dois modelos
(Eq.2 e Eq.3), é realizado através da variacio da concentracdo do substrato, fenol e

peroéxido de hidrogénio.
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Para o caso do substrato fenol, determina-se Vmix € Kv variando apenas a
concentracdo de fenol, mantendo as mesmas quantidades de tampédo, de 4-
aminoantipirina e de peréxido de hidrogénio (saturacio). Foram usadas concentracoes
de 8, 24, 40, 80, 120 e 160 mM, medindo-se a absorvancia de modo a calcular
posteriormente a actividade da enzima neste mesmo substrato (como descrito
anteriormente).

Do mesmo modo para a determinacdo dos parametros cinéticos relativos ao
peroxido de hidrogénio é mantida constante a concentracdo de fenol e de 4-
aminoantipirina (saturacdo) e variando a concentracio do peréxido. Foram utilizadas
concentracbes de perdxido de hidrogénio de 4.56x102, 1.37x101, 2.28x10, 4,56x1071,
6.83x101 e 9,11x10! mM.

Como se trata de um modelo nio linear, fol necessario utilizar uma ferramenta
do programa computacional MATLAB R2006.b, para calcular os parametros cinéticos,
Vmax € Km. Para uma posterior comparacio foi usado o modelo linear de Lineweaver-
Burk (Eq.3), representando graficamente o inverso da actividade em funcio do inverso

da concentracao para os dois tipos de substrato.

V. -[S]
Vo = Eq.2
Ky +15] *

1 Ky 1 1

= +
v V [S] Vméx

Eq.3

max

2.2.4. Efeito da Alta Pressdo nas Constantes Cinéticas de Michaelis-Menten e
Lineweaver-Burk

Com a finalidade de determinar a influéncia da pressdo nestes parametros
cinéticos, a actividade foi calculada numa gama de pressdes entre 50-500 MPa (cada
ensaio foi realizado em duplicado de modo a minimizar os erros experimentais) a
diferentes concentracdes de cada substrato (as mesmas que foram usadas a pressdo

atmosférica).
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A reaccgio foi iniciada a pressio atmosférica, adicionando 49,5 uL. de POD a
1500 uLL de tampao previamente calibrado a respectiva temperatura, permanecendo
assim durante 5 minutos, este método difere apenas na

quantidade do meio reaccional, ou seja, devido a limitacao do

vaso de pressurizagio foram usados eppendorfs de 400 pL

(tendo especial cuidado em nédo deixar bolhas de ar pois os

gases sobre pressdo sdo Instaveis, comprometendo a

seguranca do aparelho e seus operadores). Apds os

eppendorfs conterem o meio reaccional (tampdo e enzima),

sdo colocados em sacos de plastico (4x6 cm) e selados em

vacuo 95 % (mAquina de véacuo, Albipack Packaging

Solutions). Foram submetidos & pressio pretendida durante

Figura 9 - Imagem 10 minutos, de seguida os eppendorfs foram retirados do
fotografica do aparelho

aparelho de pressdo (Unipress Equipment, Modelo U33,
de alta presséo.

Polénia) (Figura 9) e colocados a respectiva temperatura de
tratamento a pressdao atmosférica até se perfazerem os 20 minutos de reaccio,
parando assim a reac¢do com 20 ul. CAT, como descrito em 2.2.2. Sdo retirados dos
eppendorf, 125 nL. do meio reaccional para se realizar o ensaio em duplicado.

De modo a obtermos o valor real da actividade sob pressido, o calculo é apenas
feito para os 10 minutos que a enzima esta a ser pressurizada, ou seja, aos 20 minutos
totais (multiplicando o valor da actividade por 20) sdo subtraidos os 10 minutos em
que a enzima esteve a pressio atmosférica (multiplicando o valor da actividade obtida
a pressdo atmosférica por 10). Deste modo a quantidade de produto formado durante
os 10 minutos que a enzima permaneceu a pressio atmosférica é subtraido, para se

obter o valor real de actividade da enzima sob pressao.

2.2.5. Estabilidade da Enzima POD Sob Pressao

Com o intuito de verificar se eventuais diminui¢oes de actividade de enzima
sob pressdo ndo eram devidas a inactivacdo da enzima, fizeram-se vAarios testes.
Nestes, apds a reaccado ter estado a decorrer durante 10 minutos sob pressio os

eppendorfs foram retirados e colocados a respectiva temperatura e pressio
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atmosférica. De seguida a actividade foi quantificada a varios tempos de reaccio e os
valores comparados posteriormente aos obtidos a pressao atmosférica.

Foram assim testadas duas temperaturas a varias pressoes. Testou-se para
uma temperatura mais elevada, 37 °C, a 100 e 200 MPa, bem como para uma

temperatura mais reduzida, 12,5 °C, a 500 MPa.

2.2.6. Determinagdo da Energia de Activagéo (E,)

As variagoes das constantes cinéticas seguem o modelo da equacdo de

Arrhenius (Eq.4):

Ea
RT Eq.4

In(k) = In(A) —

Onde a temperatura (T) vem expressa em K e R (constante dos gases ideais)
em J.moll.K1 A energia de activacdo (E.) é assim calculada através do declive
negativo da recta que caracteriza a energia minima inicial necessaria para ocorrer
uma dada reaccdo quimica. Quanto maior for o valor de Ea (maior declive) menor a
velocidade da reaccdo a uma dada temperatura, contudo, para valores elevados de E,,
a velocidade da reaccdo é muito sensivel a temperatura [37]. De modo a verificar o
efeito da pressao sob o valor de Ea foram determinados os diferentes valores de E. as

diferentes pressées aplicadas.

2.2.7. Determinacéo do Volume de Activacdo (V)

O célculo do volume de activacdo segue a equacio de Eyring (Eq.5):

Va

==+ (P=Py)+In(k,) Eq.5

In(k) = -

Onde a temperatura (T) vem expressa em K, pressio (P) em MPa e R em
MPa.mol 1K1, Para verificar o efeito da temperatura sob o valor de Va foi realizado

este mesmo estudo para as diferentes temperaturas estudadas.
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2.2.8. Modelizacdo do Efeito Combinado da Pressdao e Temperatura na
Actividade da Enzima

Através da combinacio das equacdes da energia de activacio e volume de
activacio, Eq.4 e 5 respectivamente, é possivel descrever as diferentes combinacgoes de
temperatura e pressio, através do contorno de um diagrama eliptico, que representa a
variacdo da actividade da enzima. Este diagrama cinético, de temperatura/pressao
pode ser aproximado a um modelo termodinamico [1], obtido através da modificacéo
da equacdo de Arrhenius e da equacio de Eyring formando uma equacéao eliptica, Eq.
6.

AV~™ AS? AK”
A PP+ 220 (1 -T)-2X (p_p)?
AT (P-R) T (T-Tp) 2RT( »)

In(K) = In(K,q,) ~

AC] T _2A¢ ~ ~
+ T T{In[ OJ 1}+T0 — (P-P)T-T,)

Onde, P representa a pressdo (MPa); T a temperatura (K); Po e To a pressio
(MPa) e temperatura (K) de referéncia, respectivamente; Vo e So as alteracdes de
volume (cm3.moll) e entropia (J.mol. K1) entre o estado nativo e de desnaturacio da
enzima respectivamente; Ax o factor de compressibilidade (cmf.J1.mol?); AC, a
capacidade calorifica (J.mol1.K'1); A o factor de expansibilidade térmico (cm3.mol1.K
1); k e ko representam a constante da taxa de inactivacdo e constante de inactivacdo a
pressdo e temperatura de referéncia (min'!), respectivamente; R a constante dos gases
perfeitos (8,314 J.mol 1. K1);

Posteriormente foi introduzida uma modificagdo no modelo, seguindo uma

aproximacao de segunda ordem (Eq.7)[23]:
_ 2
T{.nm_l}m _0-T) Eq.7

Fazendo a devida substitui¢ao a Eq.6 pode ser descrita como um polinémio de

segundo grau (eliptico), como se evidencia através da Eq.8:
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AV~™ AS” AK”
Ink)=In(k . )———(P-P)+—(T-T,)—-——(P-P)?
(k) =In(k,¢) RT( 2) RT(F 0) 2RT( 2)
Eq.8
AC; 1T’
RT 2T,

2N
- RT (P_Po)(T_To)
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3.1. Determinacao dos Parametros Cinéticos de M-M e L-B

Foi estudada uma gama de temperaturas e pressoes de 6 a 45 °C e 50 a 500
MPa, respectivamente, para a determinacio da actividade da enzima POD em dois
tipos de substratos, fenol e perdxido de hidrogénio.

Os valores reapresentados para fenol a 20 °C e perédxido de hidrogénio a 20 e
30° sdo valores adaptados de uma tese de mestrado anteriormente desenvolvida [36].
No ambito deste mesmo estudo estes calculos foram refeitos, pois estes valores
correspondem & actividade da enzima a 20 minutos (10 sob pressdo e 10 a pressio
atmosférica), porém o valor pretendido/real corresponde apenas aos 10 minutos em
que se encontra sob pressdo. Foram assim recalculados para se poderem enquadrar
neste estudo, e, expandir os dados e conclusées obtidas.

Foram usados, para calculos posteriores, os valores dos parametros cinéticos
determinados pelo modelo linear, Lineweaver-Burk, uma vez que estes apresentam

menores erros associados.

3.1.1. Fenol

3.1.1.1. Fenol a 6 °C

Foi realizado o estudo da variacdo da actividade da enzima POD com o
aumento da concentracio de substrato a varias pressdes a 6 °C (Tabela 2). Para uma
melhor visualizacdo, estes mesmos dados sao representados no Grafico 1 assim como o
respectivo ajuste tedrico. Apds a determinacio destes valores é possivel o calculo dos

respectivos parametros cinéticos (Vmsx e Kum) pelos dois modelos em estudo (Tabela 3).

25



Parte III. Resultados e Discussao

Tabela 2 - Valores da actividade da POD para diferentes concentragoes de fenol a 6 °C
a pressdo atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Actividade (pmol.min1)

[Fenol]

(M) 0,1 MPa 50 MPa 100 MPa 200 MPa

8 0,4971 1,945 (291)2 1,121 (125) 0,2378 (-52,2)
24 1,371 3,106 (126) 2,627 (91,6) 0,7687 (-43,9)
40 1,825 4,440 (143) 3,152 (72,7) 1,001 (-45,2)
80 2,072 5,322 (157) 4,032 (94,6) 1,110 (-46,4)
120 2,268 5,421 (139) 3,962 (74,7) 1,208 (-46,7)
160 2,317 5,692 (146) 4,001 (72,7) 1,234 (-46,7)

2 0 valor entre parénteses refere-se a percentagem de actividade relativa a pressao
atmosférica ((Actp-Actp=0,1)/Actro1) sendo esta notacdo usada em todas as tabelas em que se
apresentam resultados de actividade da POD.

©0,1 MPa =50 MPa 0100 MPa A 200 MPa
7,00 -
6,00 - _
& 500 - S Jf .................................................
g 4,00 - L % """"""""""""""" [o-emmmmmmmr -E@ ----------- 0
£ 300 - E@EE
E’ 2,00 -
1,00 - v —A-——BA-——mT T A———————~ Ar———————— A
0,00 -+ . . . . : : : : .
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

[Fenol] (mM)

Grafico 1 — Representagdo dos valores da actividade em func¢do da concentracdo de
fenol a 6 °C a pressdo atmosférica e para as diferentes pressdes aplicadas (em todos os graficos
os pontos referem-se ao valor experimental obtido, as barras de erro representam o respectivo
desvio padrdo e as curvas apresentam o valor previsto, usando estimativas de Km e Vmax
obtidas pela regressio de L-B).
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Tabela 8 - Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlagio

para o fenol a 6 °C.

Pressdo (MPa) Método Vmsx (umol.min1) Kym (mM) R2
L-B 3,31 £ 0,897 44,9 + 491 0,994
o M-M 2,74 + 0,348 23,0+ 11,1 0,938
L-B 6,13 + 1,22 17,7 + 3,61 0,979
>0 M-M 6,51 + 0,848 21,3+ 9,77 0,927
L-B 5,30+ 1,13 29,2 + 3,86 0,991
100 M-M 4,73 + 0,926 20,8 +£ 14,0 0,880
L-B 2,93+ 1,81 64,7+ 14,8 0,974
200 M-M 1,43 + 0,266 21,5+ 15,3 0,858

Verifica-se que a actividade da POD é inibida pela pressio para pressoes
superiores a 50 MPa, pois esta diminuil com a pressdo aplicada. Curiosamente, nestas
condicoes, a pressdo aumenta a actividade da enzima, em relacdo a pressio
atmosférica, para 50 e 100 MPa atinge 2,5 e 1,7 vezes mais actividade,
respectivamente. E também possivel visualizar na Tabela 2 que as percentagens de
actividade relativas a pressio atmosférica, em todos os ensaios realizados a diferentes
pressOes, sdo aproximadamente iguais ao longo da concentracdo de substrato.
Significando assim, que a enzima se comporta da mesma forma sob pressdo para as
diferentes concentragoes de substrato. Os valores das constantes cinéticas calculados
pelos dois métodos sdo idénticos, comprovando-se pelas respectivas barras de erro,
excepcdo do Ku calculado a 200 MPa (Tabela 3), embora de um modo global para o

método de M-M se observe valores com erro associado superior.
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A B
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Grafico 2 — Representacio de Vmax (A) e Kn (B) determinados pelo método linear (recta
a cheio define a unido dos pontos e a tracejado a linha de tendéncia correspondente, esta
notacéo é referente a todos os graficos que representam parametros cinéticos).

Os graficos acima referidos apresentam comportamentos totalmente distintos
com o aumento da pressao. E possivel visualizar que no caso do Vmsx este diminui para

pressoes superiores a 50 MPa ao contrario do Km que aumenta com o aumento da

pressdo, ambos linearmente.

3.1.1.2. Fenol a 12,5 °C

Com o intuito de conhecer a actividade da enzima POD para diferentes
concentracées de substrato fenol a uma temperatura superior, foram determinados os
valores desta a 12,5 °C, quando submetida a diferentes pressdes (Tabela 4). E possivel
evidenciar no Grafico 3 estes valores experimentais assim como os teéricos (ajuste
Michaelis-Menten). Posteriormente procedeu-se ao calculo de Vmax e Kum para as

diferentes pressdes usadas (Tabela 5).
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Tabela 4 - Valores da actividade da POD para diferentes concentragoes de fenol a 12,5
°C a pressido atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Actividade (pmol.min)

Fenol

[Fenoll 0,1 MPa 100 MPa 200 MPa 300 MPa 400 MPa
(mM)
8 0,9850 1,290 (31,0) 0,8751 (-11,2) 1,401 (42,2)  0,7598 (-22,9)
24 2,097 1,907 (-9,06) ND 1,850 (-11,8) 1,318 (-37,1)
40 2,988 ND 1,824 (-39,0) 2,036 (-31,9) ND
80 3,636 3,038 (-16,4) 2,485 (-31,7) ND 1,928 (-47,0)
120 3,940 3,191 (-19,0) 2,377 (-39,7) 2,593 (-34,2) 2,012 (-48,9)
160 3,661 3,013 (-17,7) 2,683 (-26,7) 2,897 (-20,9) 1,903 (-48,0)
ND — Nio Determinado
©0,1 MPa 0100 MPa A 200 MPa X 300 MPa 0400 MPa
5,0
4,5

~ 40

g 35

g 3,0 I R

S or | 1 eeemmmTTT ) Tt (b uibul e ey A

g 2,5 < A_~—--_"_".'.'—‘-_—'-—-é' ——————

\3- 2,0 /,’ /.—/';— __________ ___O_ .............. T)— e — e _O

5 15 ey L

<04 @
0,5 1/
0,0 T T T T T T T T
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fenol a 12,5 °C a press@o atmosférica e para as diferentes pressdes aplicadas.

[Fenol] (mM)

Grafico 3 — Representagdo dos valores da actividade em fung¢do da concentracio de
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Tabela 5 — Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlagio
para o fenol a 12,5 °C.

Pressdo (MPa) Método Vmsx (umol.min1) Kym (mM) R2
L-B 4,95 £ 0,807 39,1 £ 2,96 0,996
o M-M 4,72 + 0,568 25,5 + 10,5 0,903
L-B 3,29 + 0,807 12,8 + 4,13 0,970
100 M-M 3,49 + 0,666 15,1+ 12,4 0,898
L-B 2,84 + 0,451 18,1 + 2,76 0,993
200 M-M 2,92 £ 0,550 19,8 £ 17,7 0,916
L-B 3,08 + 0,343 18,2+ 1,85 0,997
200 M-M 2,92+ 0,771 10,2 + 9,47 0,786
400 L-B 2,20 = 0,219 15,2+ 0,766 0,996
M-M 2,20 £ 0,181 15,4 + 4,98 0,973

Observa-se

que a actividade

da enzima peroxidase aumenta com a

concentracdo de substrato verificando-se uma diminuicdo desta com a pressio
aplicada. Através das percentagens relativas ao controlo é possivel verificar que estas
se mantém quase iguais ao longo da concentracio de substrato usada.

As constantes cinéticas obtidas pelos dois modelos em estudo sdo idénticas,

comprovando tal facto pelos respectivos erros associados (Tabela 5).

A B
——Vmax(L-B) —A— KM (I.-B)
35.0
7.00 - 35,0 /
6.00 | 30,0 7
= 25.0
5 5,00 ¢ - T
2 200 -
= 4.00 T+ VE =
g . % 15.0
= 3.00 4 [
g 2.00 4 10.0 1
> 50 4
1,00 - 5.0
0,00 : | : ‘ ‘ 0.0
0 100 200 200 100 500 ] 100 200 300 400 500
Pressio (MPa) Pressio (MPa)

Grafico 4 - Representacdo de Vmax (A) e Ku (B) correspondente ao método linear.

Verifica-se que ambos os parametros cinéticos, Vmix ¢ Ku, diminuem para
pressdes baixas (< 100 MPa), aumentando seguidamente para pressdes intermédias,
ocorrendo novamente uma ligeira diminuicdo para pressdes mais elevadas (>300

MPa). Assim como seria de esperar, os valores de Vmax € Km sdo inferiores aos obtidos
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no estudo anterior, a 6 °C, pois como mencionado anteriormente a actividade obtida

também é menor.

3.1.1.3. Fenol a 20 °C

Com base nos dados obtidos nos ensaios anteriores foi realizado o mesmo
estudo, aumentando a temperatura de reaccao para 20°C. Os valores da actividade da
POD para as diferentes concentragoes de fenol nas diferentes pressoes aplicadas sdo
representados na Tabela 6 e representados graficamente para uma melhor
visualizacdo. O Grafico 5 apresenta os valores experimentais das actividades
determinadas com um ajuste ao modelo de Michaelis-Menten (actividade teérica) a

fim de determinar os parametros cinéticos Vmax e Ku (Tabela 7).

Tabela 6 — Valores da actividade da POD para diferentes concentragées de fenol a 20 °C
a pressao atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Actividade (umol.min)

[zi‘;‘l’)ﬂ 0,1 MPa 100 MPa 200 MPa 300 MPa 400 MPa
8 2,010 4,708 (134) 8,105 (303) 3,362 (67,3) 1,957 (-2,64)
24 4,178 6,020 (44,1) 9,905 (137) 6,111 (46,3) 2,476 (-40,7)
40 5,370 8,657 (61,2) ND 7,605 (41,6) 3,738 (-30,4)
80 6,224 11,14 (79,0) 10,42 (67,4) 9,825 (57,8) 4,905 (-21,2)
120 5,995 11,03 (84,0) ND 8,914 (48,7) 5,716 (-4,65)
160 6,038 12,17 (101) 10,98 (81,8) 9,984 (65,4) ND

ND — Nio Determinado
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Grafico 5 — Representacdo dos valores da actividade em funcdo da concentracdo de
fenol a 20 °C a pressao atmosférica e para as diferentes pressées aplicadas.

Tabela 7 — Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlacio

para o Fenol a 20 °C.

Pressdo (MPa) Método Vmsx (umol.min1) Ku (mM) R2
L-B 7,64 £ 1,33 22,0 £+ 3,16 0,989
01 M-M 6,84 + 0,840 15,1 + 7,72 0,893
L-B 11,6 + 3,96 12,6 + 6,20 0,888
100 M-M 13,5+ 2,05 92,0 + 12,3 0,872
L-B 11,0 + 0,629 2,86 + 0,862 0,990
200 M-M 11,0 £ 0,840 2,86+ 1,79 0,797
L-B 11,0+ 1,19 18,3 + 1,96 0,994
200 M-M 11,1+ 0,950 18.2 + 6,23 0,950
400 L-B 5,10 + 3,31 13,9+ 10,8 0,849
M-M 8,00 + 2,82 41,1 + 36,4 0,938

Assim como nos ensaios anteriores, a actividade aumenta com o aumento da

concentracio de substrato. Observa-se através do Grafico 5 que aumentando a pressao

a actividade da enzima diminui gradualmente. Neste caso é também notado que
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pressoes inferiores a 300 MPa aumentam a actividade enzimatica da POD,
relativamente a pressao atmosférica.

Observando a tabela anterior verifica-se que as constantes cinéticas sao
aproximadamente iguais, encontrando-se dentro da gama de valores calculados pelo

modelo néo linear (Michaelis-Menten) a 95% de confianca (Tabela 7).

A . . B ~A- KM (L-B)
——Vmax(Li‘B)
30,0 4
18.0
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&) Vi
14,0 - 20,0 ]
g 120 S ]
g 100 E 150
E‘ 8.0 .‘j
X 6.0 10,0 -
E
o 40 5.0 -
2.0
0,0 0,0 T
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Pressio (MPa) Pressao (MPa)

Gréafico 6 — Representaciio de Vmax (A) e Ku (B) correspondente ao método linear.

Nao é possivel evidenciar uma tendéncia dos parametros cinéticos com a
pressdo, apenas que ambos diminuem para pressbes superiores a 300 MPa.
Individualmente, verifica-se que o Vmax decresce ligeiramente para pressoes entre 100
e 300 MPa seguido de uma diminui¢do acentuada de 300 a 400, em relacdo a Km nada

se pode concluir a cerca dos seus valores.

3.1.1.4. Fenol a 30 °C

Do mesmo modo foi calculada a actividade da POD em fenol aumentado a
temperatura para 30°C. Os valores da actividade obtidos encontram-se na tabela e
gréafico seguintes com o respectivo ajuste tedrico (Tabela 8 e Grafico 7). Os respectivos

valores de Vmax € Km para o fenol a 30 °C sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 8 — Valores da actividade para diferentes concentragoes de fenol a 30 °C a

pressao atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Actividade (pmol.min)

Fenol
[Fenoll 0,1 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa 350 MPa
(mM)
4 2,356 3,032 (28,7) ND 3,389 (43,8) 2,157
8 4,301 3,558 (-17,3) 3,366 (-21,7) 3,906 (-9,18) 3,144
24 6,434 6,482 (0,746) 7,057 (9,68) 6,522 (1,36) 1,569
40 7,748 8,695 (10,9) 7,824 (0,981) 8,124 (4,85) 1,730
80 8,333 11,48 (37,8) 8,655 (3,86) 8,583 (3,00) 0,6238
120 8,864 10,79 (21,7 8,938 (0,835) 8,699 (-1,86) 0,2766
160 10,35 11,59 (12,00 9,022 (-12,8) ND -1,638
240 10,08 9,784 (-2,94) ND 7,923 (-21,4) 0,3761
ND — Nio Determinado
¢ 0,1 MPa O 100 MPa + 150 MPa A 200 MPa X 350 MPa
14,0 -
12,0 - 0 ---- ____g __________
2 100 ) —&)
g s +
2 80 ———— z}
3 6,0
g
S 40
B
< 2,0
0,0 : : X .
-2,0 J) 50 100 150 200 250 300

[Fenol] (mM)

Grafico 7 — Representagdo dos valores da actividade em func¢do da concentracio de
fenol a 30 °C a pressdo atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas
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Tabela 9 — Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)

determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlagdo
para o fenol a 30 °C.

Pressio (MPa) Método Vmsx (umol.min'1) Ky (mM) R2
L-B 10,4 + 1,36 13,3 + 0,098 0,990
! M-M 10,4 £ 0,492 13,6 + 3,00 0,974
L-B 10,7 + 3,46 11,3 + 3,22 0,924
100 M-M 12,1+ 1,20 16,1+ 7,12 0,911
L-B 10,8 + 1,88 17,1 + 3,17 0,982
10 M-M 9,98 + 0,811 12,6 + 4,55 0,952
L-B 8,57 + 2,00 6,763 £ 2,17 0,928
200 M-M 8,64 + 0,818 7,138 +£ 3,73 0,820

A actividade da POD a 30°C é influenciada pelas pressdes aplicadas, ou seja, a
100 MPa a actividade é maior relativamente a pressdo atmosférica, sendo que a 150
MPa é muito préxima da pressao atmosférica assim como para 200 MPa. No caso de
350 MPa a actividade é praticamente nula, verificando-se que para 30 °C a enzima
perde toda a sua actividade (Grafico 7). Através da observacdo da Tabela 9 verifica-se
que os valores dos parametros cinéticos determinados pelos dois modelos séo

aproximadamente idénticos, encontrando-se dentro do intervalo de confianga a 95%.
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Grafico 8 — Representacio de Vimax (A) e Km (B) correspondente ao método linear.

Observa-se pelo grafico acima que 0o Vmax diminui linearmente com a presséao, o
que ja nao se verifica para o Km. Néo é possivel o calculo do Km a 350 MPa pois a
actividade obtida é demasiado reduzida (muito préxima de zero), assumindo assim

Vmax valor nulo.

35



Parte III. Resultados e Discussao

3.1.1.5. Fenol a 37 °C

Uma vez que os resultados obtidos da actividade as diferentes temperaturas
estudadas se tornaram bastante atraentes ouve o interesse de analisar temperaturas
mais elevadas. Este ensaio foi realizado da mesma forma que os anteriores
aumentando apenas a temperatura para 37 °C. Na tabela que se segue (Tabela 10)
encontram-se representados os valores da actividade da peroxidase determinada com
o substrato fenol e representados graficamente (Grafico 9) os dados experimentais
bem como os tedricos de modo a obtermos um ajuste tedrico a temperatura em causa.

Determinam-se posteriormente os valores dos parametros cinéticos, Vmax e Ku,

novamente pelos dois métodos em estudo (Tabela 11).

Tabela 10 — Valores da actividade para diferentes concentracgoes de fenol a 37 °C a

pressdo atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Actividade (umol.min)

[f;’;‘;)l] 0,1 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa
8 5,373 5,643 (5,02) 4,058 (-24,5) 1,691 (-68,5)
24 8,756 7,801 (-10,9) 5,957 (-32,0) 2,878 (-67,1)
40 12,24 9,284 (-24,2) 6,905 (-43,6) 4,846 (-60,4)
80 13,41 13,22 (-1,42) 8,146 (-39,2) 6,125 (-54,3)
120 13,61 13,61 (0,00) 9,335 (-31,4) ND
160 13,24 12,48 (-5,74) 9,063 (-31,5) 5,608 (-57,6)

ND — Nio Determinado
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Grafico 9 — Representacdo dos valores da actividade em funcio da concentracdo de
fenol a 37 °C a pressdo atmosférica e para as diferentes pressées aplicadas.

Tabela 11 — Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlagio
para o fenol a 37 °C.

Pressdo (MPa) Método Vumsx (umol.min'1) Ku (mM) R2
L-B 15,3 + 2,22 14,9 + 2,64 0,984
o1 M-M 15,2 + 0,990 14,2 + 4,05 0,931
L-B 13,2 + 3,30 11,3 + 4,54 0,923
100 M-M 14,4+ 1,85 16,0 + 8,90 0,896
L-B 10,5 + 3,44 13,8 + 5,43 0,956
100 M-M 9,62 £ 1,03 12,9 £+ 5,93 0,930
L-B 6,98 + 3,70 25,6 + 8,79 0,966
200 M-M 7,12+ 1,66 24,8+ 18,4 0,865

Os valores de Vmax e Ku obtidos pelos dois métodos em estudo (Tabela 11) sdo
aproximadamente iguais. E verificado (Gréafico 10) que a enzima é inibida pela
pressao, a sua actividade diminui gradualmente com o aumento da pressao aplicada.
Verifica-se também que as percentagens relativas a pressdo atmosférica se mantém

ao longo da concentracao de substrato.
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Grafico 10 — Representacdo de Vmax (A) e Km (B) correspondente ao método linear.

Através da visualizacdo dos graficos acima expostos é verificado que 0 Vmax
diminui linearmente com a pressio aplicada ao contrario do Km que aumenta, também

linearmente, com a pressao.

3.1.1.6. Fenol a 45 °C

Devido aos resultados anteriormente obtidos, assim como as diferencas no uso
de baixas e altas temperaturas na actividade da POD, bem como nos valores de Vmax e
Kwn obtidos surge o interesse de aumentar a temperatura para 45 °C.

Os valores da variacgédo da actividade da POD com o aumento da concentracao
do substrato, sido expostos e representados na Tabela 12 e Grafico 11,

respectivamente.

Tabela 12 - Representagdo dos valores da actividade para diferentes concentracées de
fenol a 45 °C a pressdo atmosférica e para as diferentes pressées aplicadas.

Actividade (pmol.min'1)

[f;‘;/‘l’)ﬂ 0,1 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa
8 8,756 6,921 (-21,0) 4,137 (-52,8) 2,479 (-71,7)
24 13,30 10,76 (-19,1) 8,302 (-37,6) 4,958 (-62,7)
40 15,19 12,97 (-14,6) 11,44 (-24,7) 7,826 (-48,5)
80 20,19 16,00 (-20,8) 12,60 (-37,6) 10,36 (-48,7)
120 20,67 16,48 (-20,3) 12,74 (-38,4) 10,45 (-49,4)
160 21,16 16,84 (-20,4) 13,56 (-35,9) 10,58 (-50,0)
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Grafico 11 - Representacido dos valores da actividade em funcdo da concentracio de
fenol a 45 °C a pressao atmosférica e para as diferentes pressées aplicadas.

Tabela 13 - Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlagio
para o fenol a 45 °C.

Pressdo (MPa) Método Vmsx (pmol.min1) Kym (mM) R2
L-B 21,6 + 3,41 12,2 + 2,86 0,972
01 M-M 93,4+ 1,35 16,6 + 4,55 0,962
L-B 17,7+ 1,93 12,7+ 1,98 0,988
100 M-M 18,5 + 0,920 15,5 + 3,28 0,976
L-B 16,3 £ 2,33 23,3 + 2,60 0,994
100 M-M 15,3+ 1,15 19,3 £ 5,80 0,970
L-B 13,8 £ 3,45 36,8 + 0,329 0,992
200 M-M 13,8+ 1,76 34,6 £ 12,8 0,967

Verifica-se que aumentando a pressio a actividade da enzima diminui
gradualmente, assim como anteriormente descrito a reac¢do € inibida pela pressio. B
observado pelas percentagens relativas ao controlo que estas se mantém constantes ao
longo da concentracido de substrato para uma dada pressdo. As constantes cinéticas
calculadas pelos dois modelos sdo idénticas, evidenciadas pelos respectivos erros

associados representados no Tabela 13.
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Grafico 12 - Representacio de Vmax (A) e Km (B) correspondente ao método linear.

Observa-se através do Grafico 12 que 0 Vmiax diminui linearmente com a
presséo, assim como evidenciado no uso de temperaturas mais reduzidas. Os valores

de Km aumentam linearmente, como se pode verificar, para pressées superiores a 100
MPa.

3.1.2. Peréxido de Hidrogénio

Com a finalidade de comparar os resultados obtidos para o fenol foi estudado
outro substrato, peréxido de hidrogénio. Este estudo foi efectuado do mesmo modo que
anteriormente descrito para o substrato fenol, para cada temperatura estudada
(mesma gama, 6 a 45 °C) foram aplicadas diferentes pressdes para verificar o efeito
desta na actividade da enzima, bem como nas constantes cinéticas.

Também para este caso os valores dos parametros cinéticos usados, foram os

determinados pelo modelo linear, Lineweaver-Burk, uma vez que estes apresentam

menores erros associados.

3.1.2.1. Peréxido de Hidrogénio a 6 °C

Para este substrato a 6 °C, foi determinada a actividade da POD para as
diferentes concentracdes (Tabela 14). Foram representadas graficamente (Grafico 13)

para uma melhor visualizacdo. Os valores dos parametros cinéticos Vmax € Ku séo
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determinados para cada pressao aplicada pelos dois métodos em estudo, Lineweaver-

Burk e Michaelis-Menten (Tabela 15).

Tabela 14 - Valores da actividade para diferentes concentragdes de H202 a 6 °C a

pressao atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas

Actividade (pmol.min)

[H20:]

0,1 MPa 50 MPa 100 MPa 200 MPa 300 MPa

(mM)

4,55E-02 0,3339 3,709(1011) 2,464 (638) 1,120 (235)  0,6188 (85,3)
1,37E-01 0,7318 4,833 (560) 3,797 (419) 1,843 (152) 1,089 (48,8)
2,28E-01 0,9742 5,252 (439) 4,823 (395) 2,517 (158) 1,327 (36,2)
4 55E-01 1,346 5,894 (338) 5,525 (310) 3,541 (163) 2,070 (53,8)
6,83E-01 1,622 6,018 (271) 5,387 (232) 4,275 (164) 2,115 (30,4)
9,11E-01 1,591 6,157 (287) 5,529 (248) 4,251 (167) 2,163 (36,0)
©0,1 MPa =50 MPa 0100 MPa A 200 MPa X 300 MPa
7,0
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B 40
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Grafico 13 - Representacido dos valores da actividade em funcdo da concentracio de
H20: a 6 °C a pressio atmosférica e para as diferentes pressdes aplicadas.
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Tabela 15 - Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlagéo
para o H20Oz a 6 °C.

Pressdo (MPa)  Método Vmsx (wmol.min1) Kym (mM) R2

L-B 2,01 £ 0,201 0,230 £+ 0,0103 0,999

! M-M 2,12 + 0,422 0,256 + 0,141 0,928
L-B 6,18 + 0,366 0,0312 + 0,00612 0,980

°0 M-M 6,33 + 229 0,0374 + 0,00966 0,955
L-B 6,00 + 0,566 0,0662 + 0,00974 0,989

100 M-M 6,02 £ 0,599 0,0679 £ 0,0310 0,901
L-B 437+ 1,53 0,138 + 0,0362 0,965

200 M-M 5,68 £ 1,68 0,274 + 0,196 0,916
L-B 2.34 + 0,599 0,130 + 0,0265 0,979

500 M-M 2,76 £ 0,794 0,198 + 0,166 0,889

Curiosamente, assim como verificado a 6 °C para o fenol, a actividade
determinada as diferentes pressdes sdo superiores a pressio atmosférica, para 50 a
100 MPa atinge 3,9 e 3,5 vezes mais actividade, respectivamente, notando-se um
decréscimo desta com o aumento da pressio, ou seja, esta é inibida com o efeito da
presséo. As constantes cinéticas determinadas pelos modelos, linear e néo linear, sao

idénticas pois estas mantém-se dentro do intervalo de erro associado (Grafico 14).
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Grafico 14 - Representacio de Vmax (A) e Km (B) correspondente ao método linear.
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7

E verificado o0 mesmo comportamento de Vmax e Ku pelos dois substratos a
mesma temperatura, a 6 °C. O Vmix decresce linearmente com a pressido apdés um
aumento brusco da pressdo atmosférica para 50 MPa. O oposto é verificado pelo
comportamento de Kum uma vez que este aumenta linearmente com a pressao,

ocorrendo uma diminuicao brusca de 0,1 a 50 MPa.

3.1.2.2. Per6xido de Hidrogénio a 12,5 °C

De igual modo, foram estudados os valores da actividade da enzima para o
H:202 quando sujeita a diferentes pressurizagoes a 12,5 °C, dados expostos na Tabela
16 e esquematizados no Grafico 15. Neste grafico estdo representados os valores
experimentais bem como os respectivos ajustes teéricos. Através dos dois métodos, L-

B e M-M, sio posteriormente calculados os parametros cinéticos Vmax e Kv (Tabela 17).

Tabela 16 — Valores da actividade para diferentes concentracées de H202 a 12,5 °C a
pressio atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Actividade (pmol.min1)

[H204] 0,1 100 200 300 400 500
(mM) MPa MPa MPa MPa MPa MPa

4,55E-02 0,9608 1,011(5,22)  1,543(60,6)  0,5741(-40,2) 0,2383(-75,2) -0,4211
1,37E-01 2,280  1,985(-12,9)  2,731(19,8) 1,233(-45,9) ND ND

2,28E-01 2,862  3,481(21,6)  3,442(20,3) 1,469(-48,7)  0,7046(-75,4) -0,3032
4,55E-01 3,618  3,161(-12,6) ND ND 1,148(-68,3)  0,1197
6,83E-01 3,933  4,018(2,16)  4,247(7,98) 2,442(-37,9)  1,325(-66,3)  0,04226

9,11E-01 3,997 3,562(-10,9)  3,782(-5,38) 2,240(-44,0) 1,230(-69,2)  0,2970

ND — Nao Determinado
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Grafico 15 — Representacio dos valores da actividade em func¢ido da concentracio de
H202 a 12,5 °C a pressao atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Tabela 17 — Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlacio
para o H2Oz2 a 12,5 °C.

Pressio (MPa)  Msétodo Vméx (pmol.min1) Ky (mM) R2
L-B 5,27 + 0,835 0,202 £ 0,0164 0,997
o1 M-M 4,79+ 0,411 0,156 + 0,0449 0,953
L-B 4,74 + 1,63 0,167 £+ 0,0356 0,977
100 M-M 4,06+ 1,11 0,106 + 0,0977 0,821
L-B 4,54 £ 0,714 0,088 +£0,0149 0,992
200 M-M 458+1,11 0,0853 £ 0,0488 0,928
L-B 2,77 + 0,558 0,174 £ 0,0191 0,996
200 M-M 3,00 +£1,03 0,210 £ 0,208 0,928
L-B 1,71 £ 0,486 0,283 £+ 0,0281 0,997
100 M-M 1,86 + 0,975 0,323 £ 0,430 0,852

E verificado pelo Grafico 15 que a enzima é inibida pela pressio, pois a sua
actividade diminui com o aumento de pressdo aplicada (mantendo a percentagem

relativa ao controlo constante ao longo da concentracdo. Os valores de Vmix € Ku
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obtidos pelos dois métodos em estudo (Tabela 17) sfo aproximadamente iguais,

comprovando-se pelas respectivas barras de erro.

A B

—©—Vmax(LrB) —&— KM (L-B)

7.00 4 0.35
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Grafico 16 — Representacio de Vmax (A) e Km (B) correspondente ao método linear.

E observado que 0 Vmix decresce de forma linear com o aumento da presséo. O
valor correspondente a 500 MPa néo é experimental mas como a actividade a 500 MPa
é muito proxima de zero este assume-se nulo, uma vez que também entra na linha de
tendéncia. Ja para o Ku néo é verificada a mesma tendéncia, este decresce até 200

MPa seguindo-se de um aumento significativo, ambos de forma linear.

3.1.2.3. Peréxido de Hidrogénio a 20 °C

Na tabela e graficos seguintes (Tabela 18 e Grafico 17) encontra-se a actividade
da peroxidase determinada a diferentes pressdes aplicadas com a varia¢do da
concentracdo de H202 a 20°C, onde o ajuste tedrico pode também ser evidenciado.
Recorreu-se aos dois modelos em estudo para calcular as constantes cinéticas dos

mesmos (Tabela 19).
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Tabela 18 — Valores da actividade para diferentes concentragdes de Hz0z2 a 20 °C a
pressao atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Actividade (pmol.min)

[H20x] 0,1 MPa 100 MPa 200 MPa 350 MPa 500 MPa
(mM)
4,555E-02 1,124 1,124 (0,00) 1,301 (15,7) 0,3591 (-68,0) -0,1119
1,367E-01 1,801 2,508 (39,2) 3,038 (68,7) 0,5063 (-71,9) 0,3886
2,278E-01 3,450 3,685 (6,81) 3,568 (3,42) ND 0,2708
4,555E-01 4,304 6,187 (43,8 5,834 (35,5) 1,419 (-67,0) 0,8301
6,833E-01 5,304 ND 5,952 (12,2) 1,066 (-79,9) ND
9,110E-01 5,393 7,335 (36,0) 6,335 (17,5) ND -1,083
1,367E+00 4,951 7,718 (55,9) 6,482 (30,9) 1,478 (-70,1) 0,2414
ND — Nao Determinado
0,1 MPa 0100 MPa A 200 MPa X350 MPa X500 MPa
10,0 -
e
E 60 - @_,—;;’%’:;—.’E __________ A
E- L2E - ﬁ
g 4,0 P
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't; 290 T é//
< I __% _______ S X
X Xk X
0,0 A [N T T T T T L | 1
9% 02 04 06 08 X100 12 14 16
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Grafico 17 — Representacio dos valores da actividade em funcido da concentracio de
H202a 20 °C a pressido atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

46



Parte III. Resultados e Discussao

Tabela 19 — Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlagéo
para o Hz0:z a 20 °C.

Pressdo (MPa)  Método Vmsx (wmol.min1) Kym (mM) R2
L-B 5,81+ 2,77 0,199 + 0,0531 0,949
! M-M 6,46 + 0,865 0,233 = 0,101 0,937
L-B 9,64 + 2,75 0,349 + 0,0295 0,996
100 M-M 10,1 + 1,52 0,359+ 0,144 0,963
L-B 7,91 £ 1,20 0,231 + 0,0169 0,996
200 M-M 7,82 +1,15 0,219 £ 0,107 0,918
L-B 1,34 £ 1,15 0,132 £+ 0,0830 0,896
590 M-M 1,68 £ 0,732 0,263 + 0,334 0,841

Mais uma vez se observa o efeito da pressdo na actividade da enzima POD,
esta val diminuindo gradualmente com o aumento da pressdo. Com a aplicacido de 500
MPa verifica-se que a POD né&o possui actividade, conclui-se, assim como nos casos
anteriores, que a pressdo inibe a reaccio. E de especial interesse referir que a
actividade obtida para 100 e 200 MPa é superior a pressdo atmosférica, mantendo-se
as percentagens relativas ao controlo aproximadamente iguais para todas as pressoes
estudadas.

A tabela anterior (Tabela 19) demonstra que as constantes cinéticas
determinadas por ambos os métodos representados se encontram na mesma ordem de

grandeza.

——Vmax(L-B) —4-KM (L'B)

Ky (mM)

0,0 : : ; S
20 0 100 200 300 400 500 600

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Pressio (MPa) Presséo (MPa)

Grafico 18 — Representacio de Vmax (A) e Km (B) correspondente ao método linear.

Observa-se que 0 Vmax diminui linearmente com o aumento da pressao. E de

referir que o valor representado a 500 MPa néo pertence ao conjunto de valores
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experimentais. Para esta pressdo a actividade é demasiado reduzida, assumindo-se

assim que Vmix € nulo. No caso do Ku, este apresenta um comportamento semelhante

a Vmix diminuindo também com a pressao aplicada.

3.1.2.4. Per6xido de Hidrogénio a 30 °C

Para a continuacdo do estudo do efeito da actividade da POD com a

temperatura a varias pressoes, fol aumentada a temperatura para 30 °C. Os valores

da actividade determinados estdo representados na Tabela 20 e representados

graficamente, assim como os valores das actividades teéricas, no Grafico 19. Os

valores dos parametros cinéticos, Vmix € Kum, pelos dois métodos em estudo foram

posteriormente calculados (Tabela 21).

Tabela 20 — Valores da actividade para diferentes concentracées de H202 a 30 °C a
pressio atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Actividade (pmol.min1)

[(anl(\);)] 0,1 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa 350 MPa
4,555E-02 2,016 1,410 (-30,0) 1,073 (-46,8) 1,763 (-12,5)  0,5034
1,367E-01 3,647 4,465 (22,4) 2,265 (-37,9) 2,217(-39,2)  0,6034
2,278E-01 5,310 5,628 (5,99) ND 4,563 (14,1) 1,372
4,555E-01 8,422 8,398 (-0,285) 6,606 (-21,6) 5,643 (-33,0) 1,169
6,833E-01 9,275 8,775 (-5,39) 8,002 (-13,7) 6,991 (-24,6)  0,6270
9,110E-01 10,06 11,03 (9,64) 7,839 (-22,1) 7,759 (-22,9)  0,1413
1,367E+00 10,76 11,25 (4,55) ND 7,615 (-29,2)  -0,9272

ND — Nao Determinado
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Grafico 19 — Representacio dos valores da actividade em funcio da concentracio de
H20:2 a 30 °C a pressdo atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Tabela 21 — Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlagéo
para o H2Oza 30 °C.

Pressiio (MPa)  Método Vmax (Wmol.min1) Kym (mM) R2
L-B 11,2+ 3,74 0,215 + 0,0372 0,978
o1 M-M 13,6 £ 0,890 0,328 £ 0,0607 0,990
L-B 18,4 + 9,67 0,538 + 0,0586 0,991
100 M-M 14,2 +£ 1,63 0,332 £ 0,108 0,970
1L-B 11,3 + 10,46 0,444 + 0,0886 0,988
100 M-M 12,2 + 4,57 0,472 + 0,423 0,962
L-B 7,15 + 4,80 0,153 £ 0,0749 0,847
200 M-M 9,84 + 1,83 0,311+ 0,166 0,915

As actividades enzimaticas obtidas diminuem gradualmente com o aumento da
pressao, verificando-se que a actividade obtida a 100 MPa é ligeiramente superior a
pressao atmosférica. A 350 MPa a actividade da enzima POD é muito proxima de zero
o que i1mpossibilita o calculo experimental de Vmsx, é assim assumido que para 350
MPa o valor é zero.

Pode visualizar-se pela Tabela 21 que as constantes cinéticas obtidas sdo

aproximadamente iguais.
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Grafico 20 — Representacio de Vmax (A) e Ku (B) correspondente ao método o linear.

Assim como se tem verificado nos casos anteriores o valor de Vmsx diminui com
a pressio, no caso do Ku é verificada a mesma tendéncia, ambos diminui linearmente

para pressoes superiores a 100 MPa.

3.1.2.5. Peréxido de Hidrogénio a 37 °C

Foi aumentada a temperatura para 37 °C com o intuito de alargar o leque de
resultados para a actividade da enzima e verificar o seu comportamento quando
sujeita a temperaturas mais elevadas. Os valores da actividade encontram-se na

Tabela 22 e estdo representados graficamente no Grafico 21.

Tabela 22 — Valores da actividade para diferentes concentracées de H202 a 37 °C a
pressao atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Actividade (umol.min)

[(Hr:f\);)] 0,1 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa 250 MPa
4 55E-02 2,644 1,590 (-39,9) 2,653 (0,340) 0,7536 (-71,5) 0,4617 (-82,5)
1,37E-01 5,488 3,559 (-35,1) ND ND ND
2,28E-01 7,738 4,335 (-44,0) 6,418 (-17,00 1,977 (-74,4)  0,9977 (-87,1)
4,55E-01 13,10 10,07 (-23,1) 7,287 (-44,4) 2,623 (-80,0)  0,7716 (-94,1)
6,83E-01 12,79 9,742 (-23,8) 8,609 (-32,7) 3,381 (-73,6)  0,6533 (-94,9)
9,11E-01 13,60 10,53 (-22,6) 8,489 (-37,6) 3,554 (-73,9)  0,5538 (-95,9)

ND — Nao Determinado
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Grafico 21 — Representacio dos valores da actividade em funcio da concentracio de
H20:2 a 37 °C a pressdo atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Tabela 23 — Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlacio
para o H2Oza 37 °C.

Pressdio (MPa)  Método Vmax (umol.min1) Ky (mM) R2
L-B 17,2 £ 5,07 0,254 + 0,0305 0,993
o1 M-M 18,6 + 2,59 0,286 + 0,105 0,949
L-B 13,3 + 7,89 0,342 £+ 0,0611 0,984
100 M-M 17,6 £ 6,93 0,505 + 0,398 0,929
L-B 9,68 + 0,862 0,121 + 0,00882 0,998
10 M-M 9,67 + 0,845 0,120 £ 0,0417 0,981
L-B 3,97 + 0,947 0,196 + 0,0236 0,996
200 M-M 4,79+ 1,18 0,323 + 0,202 0,959

E verificado pelo Gréfico 23 que a actividade aumenta com a concentragdo de
substrato usada e diminui com a pressio aplicada, sendo as actividades inferiores a
pressio atmosférica. E também aqui observado, pelos valores de percentagem relativa
ao controlo, que esta se mantém aproximadamente igual ao longo da concentragao de
H20: (Tabela 22) observa-se através da Tabela 23 que os parametros cinéticos

determinados através dos dois modelos em estudo, para as diferentes pressoes
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aplicadas sio idénticos. Podendo ser confirmados pelas respectivas barras de erro

associadas (Tabela 23).
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Grafico 22 — Representacio de Vmax (A) e Ku (B) correspondente ao método linear.

Mais uma vez se verifica a linearidade de Vmix com a pressdo (diminuicdo). O
valor de Vumsx observado a 250 MPa néao é um valor experimental, como a actividade a
essa pressdao é muito reduzida, impossibilita o calculo do mesmo, assumindo assim

valor nulo. Quanto ao Kwm, nada se pode concluir da sua dependéncia com a pressao

nesta temperatura estudada.
3.1.2.6. Peréxido de Hidrogénio a 45 °C

Do mesmo modo foi feito o estudo da determinacéo da actividade da POD para
diferentes concentracdes de peréxido de hidrogénio (Tabela 24). Através do Grafico 23

é possivel verificar os valores da actividade para as diferentes pressoes aplicadas.
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Tabela 24 - Valores da actividade para diferentes concentracées de Hz0z2 a 45 °C a

pressao atmosférica e para as diferentes pressoes aplicadas.

Actividade (pmol.min1)

H
[Hz0:] 0,1MPa 50 MPa 100 MPa 150 MPa 200 MPa
(mM)
4,55E-02 2,840 3,165 (11,4 2,279 (-19,8) 0,9105 (-67,9)  -0,8587(-69,8)
1,37E-01 6,375 6,230 (-2,27) 5,135(-19,4) 2,828 (-55,6)  -0,01633 (-100)
2,28E-01 9,504 9,681 (1,86) 8,813 (-7,27) 4,024 (-57,6) -0,9964 (-110)
4,55E-01 16,70 12,87(-22,9) 11,20 (-32,9) 5,350 (-68,0) 1,282 (-92,3)
6,83E-01 19,97 17,83 (-10,7 12,36 (-38,1) 7,970 (-60,1) -1,970 (-110)
9,11E-01 20,93 19,17 (-8,41) 11,56 (-44,8) 7,442 (-64,4) -0,1826 (-101)
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Grafico 23 - Representacido dos valores da actividade em funcdo da concentracao de
H202 a 45 °C a pressido atmosférica e para as diferentes pressées aplicadas
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Tabela 25 - Valores dos parametros cinéticos (+ intervalo de confianca a 95 %)
determinados pelos modelos L-B e M-M, bem como os respectivos coeficientes de correlacio
para o HzOz a 45 °C.

Pressio (MPa)  Método Vméx (pmol.min1) Ky (mM) R2
L-B 28,9+ 12,2 0,424 + 0,0436 0,994
o M-M 35,2 + 4,21 0,561+ 0,135 0,987
L-B 21,1 + 8,80 0,264 + 0,0430 0,986
o0 M-M 28,1+ 4,46 0,465+ 0,160 0,981
L-B 18,0+ 6,24 0,315+ 0,0357 0,993
10 M-M 16,1 + 3,53 0,228 + 0,139 0,921
L-B 15,8 £ 13,2 0,736 + 0,0861 0,993
10 M-M 11,8+ 4,91 0,456 + 0,413 0,886

E evidenciado pelo Gréfico 23 que a actividade obtida as diferentes pressdes vai
diminuindo gradualmente com o aumento desta. E possivel observar que as
percentagens relativas ao controlo se mantém muito préximas ao longo da
concentracdo de substrato (Tabela 24). As constantes cinéticas calculadas (Tabela 24)

pelos dois métodos sdo aproximadamente iguais (ver respectivos erros).
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Grafico 24 — Representacio de Vmax (A) e Ku (B) correspondente ao modelo linear.

E possivel ver pelos graficos acima representados que o0 Vmix diminui
linearmente com a pressido aplicada. O ponto representado a 200 MPa néo é obtido
com dados experimentais pois a actividade obtida para esta pressdo é demasiado

reduzida o que impede o calculo de Vmix assumindo assim valor nulo devido a sua
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baixa actividade na zona de saturacdo (Grafico 23). E verificado que o Kum aumenta

linearmente para pressoes superiores a 50 MPa.

Através da visualizacdo simultdnea (dois substratos) dos valores de Vmax
determinados para cada temperatura as diferentes pressées é verificado que estes sdo
aproximadamente idénticos, o que seria de esperar, uma vez que na zona de saturacio
as concentracées dos substratos sdo iguais. Observando-se claramente o aumento de

Vmax com 0 aumento da temperatura em ambos os substratos usados.

3.1.2.7. Analise Geral do Efeito da Temperatura e Pressdao nos Parametros
Cinéticos de Lineweaver-Burk Para os Dois Substratos

Observando os graficos seguintes é possivel comparar simultaneamente o efeito
de Vmax e Kv com a temperatura (Grafico 25 e 28) e pressdo (Grafico 26 e 29),

respectivamente para os dois substratos em estudo.
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Grafico 25 — Representacdo do efeito dos parametros cinéticos, Vmax (A) e Ku (B), com o
aumento da temperatura nas diferentes pressées aplicadas para o substrato fenol.
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Grafico 26 — Representacdo do efeito dos parametros cinéticos, Vmax (A) e Ku (B), com o
aumento da pressio nas diferentes pressoes aplicadas para o substrato fenol.

Para uma visdo mais global, sdo representados os valores experimentais de

Vmix € Kn com a variacdo da pressado e temperatura para o substrato fenol através de

um grafico de barras tridimensional (Gréfico 27).
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Grafico 27 — Representacio tridimensional da variacdo de Vmax (A) e Km (B) com a
pressio e temperatura para o fenol.

Pode verificar-se que a temperatura tem influéncia em ambos os parametros
cinéticos. O Vmax aumenta com o aumento da temperatura aplicada observando-se que,
com o aumento da pressdo, diminui gradualmente. O mesmo comportamento é
evidenciado no estudo feito da lipase [29]. Quanto ao Kw, este diminui com o aumento
da temperatura (contrariamente ao Vmax), excluindo a pressdo de 200 MPa em que se
verifica uma diminui¢cdo acentuada seguida de um aumento para pressdes mais
elevadas.

Conclui-se que a pressdo atmosférica, com o aumento da temperatura, o Ku
diminui, significando que a constante de afinidade aumenta, logo, a afinidade da
enzima ao substrato fenol é maior. Este efeito resulta numa maior actividade da

enzima com o aumento da temperatura, o que se confirma pelo aumento dos valores
de Vméx.
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Grafico 28 — Representacéio do efeito dos parametros cinéticos, Vmax (A) e Kum (B), com o
aumento da temperatura nas diferentes pressoes aplicadas para o substrato H2Os.
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Grafico 29 — Representacdo do efeito dos parametros cinéticos, Vmax (A) e Kum (B), com o
aumento da pressdo nas diferentes pressoes aplicadas para o substrato H2Os.

Para uma melhor visualizacdo dos resultados obtidos de Vmix e Ku

experimentais, é representado o seu efeito na gama de pressdes e temperaturas

estudadas (Grafico 30).
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Gréfico 30 — Representacdo tridimensional do efeito de Vmax (A) e Kn (B) com presséo e
temperatura para o H2Os.

Observa-se que os parametros cinéticos aumentam com a temperatura,
enquanto que no efeito da pressio é verificada uma diminuic¢do gradual na aplicacédo

de pressdo apenas para o Vmax. Quanto ao Ku nada se pode concluir sobre o efeito da

pressao e temperatura neste.
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3.2. Modelizacao da Dependéncia de Vmsx Com a Combinacgao Entre

Pressao e Temperatura

Este estudo foi realizado para os dois substratos, fenol e H2Oq, através da Eq.8
¢é possivel descrever a dependéncia de Vmax para todas as combinacbes de pressio e
temperatura dentro da gama experimental estudada. Para estimar os parametros do
modelo termodinamico, fol necessario recorrer ao programa MATLAB R2006.b
utilizando uma regressao nao linear empregando um processo iterativo numérico, com
base nos minimos erros quadraticos. Através dos resultados obtidos dos coeficientes
estimados pelo modelo (dados néo evidenciados) foi possivel verificar que este néo é o
mais adequado a dependéncia de Vmix para a gama de temperaturas e pressoes
estudadas. Foi entdo alterada a Eq. 8 para uma equacéo de terceiro grau, vindo assim
representada como (Eq. 9):

AV, AS; Ax”

In(Vmax) = In(Vmaxref)_R—-l?(P_ PO)+R_-|E)(T _TO)_ JRT (P_ P0)2

+ AC: (T _T0)2

C2AgT B 205 5 by Eq.9
RT (P=P)(T -Ty) + RT (P-P)"(T-T,)

RT 2T,

2A§2¢B 2 AK; 3 AC; (T _To)3
+ 205 PP YT =T )2+ P_P) 42 Y o/

RT ( 0)(T = To) 2RT( 0) RT 2T,

Com o intuito de simplificar a Eq.9 foram realizadas algumas substituicoes:

_ (P-P) (T-T,)
a_In(\/maxref) Xlz_?o XZ:TO
X :_(F)_F)O)2 X :(T_TO)2 X :—Z(P_PO)(I-_TO)

3 2RT * 2T,RT 5 RT

_ 3
W pPRYT-TY) L P-R)T-T) xR
6 RT T RT 2RT
:(T_T0)3
°  2T,RT
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Vindo assim a Eq.9 descrita como:

IN(V, ) =a+ AX, + BX, +CX; + DX, + EX; + FX{ +GX; + HXg; +1X, Eq.10

Os parametros do modelo sdo estimados (Tabela 26 e 27) para ambos os
substratos, com o respectivo erro associado, de modo a construir o grafico
tridimensional que apresenta simultaneamente os valores experimentais e previstos

de Vmix € Kv, usando valores de Po e To de 0,1 MPa e 318,15 K, respectivamente. O

respectivo desvio padrao ao modelo é determinado pela Eq.11.

SD: SSQresit-jual
\ m-—j

Onde SS@resiquai representa a soma dos quadrados residual, m e j o nimero de

observacées e de parametros do modelo, respectivamente.

Fenol

Eq.11

Tabela 26 — Valores estimados dos parametros do modelo para a enzima POD com o

substrato fenol e respectivos desvios padrao.

Valores estimados

Parametros do modelo Vmeax Km Unidades
a (In(Vmsx ref) ou In(K ret)) 3,02 £ 0,609 2,67 £ 0,470 -
A (AVo) -1,56x10" + 2,37x10! -5,54x102+ 1,68x10! cm3.mol!
B (ASo) 3,97x102 + 2,11x102 2,15x102+ 1,84x102 J.mol 1. K1
C (Ax) 3,11x101+ 2,36x101  -1,86x1071+ 1,72x10 cm$.J1. mol !
D (ACy) 1,50x104+7,16x103 1,36x104+ 5,97x103 J.mol 1.K1
E (AD 3,53x10°+ 4,43x10°! -1,72 + 3,38x10°! cm3.mol L.K'1
F (AQ2n) 5,22x104+ 7,84x104 -3,09x104 + 5,04x104 cm3.mol L.K'1
G (AZzp) -4,97x103+ 7,53x103 4,04x102 + 6,52x103 cm3.mol L.K'1
H (Ax2) 5,00x104+ 3,69x104  -2,67x104+ 2,79x10* cmb.J1.mol'!
I (ACy) 2,65x102+ 1,16x102 2,43x102 + 9,28x10! J.mol 1. K1
R2 0,867 0,978 -
RZ ajustado 0,841 0,971
SD 0,907 0,579 -
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E observado na tabela anterior que alguns erros associados sdo muito elevados,
1sto deve-se ao facto de serem usados poucos pontos na modelizacdo, uma vez que os
pontos experimentais usados sdo poucos para este género de modelizagdo. Factor
determinante é também o niimero elevado de parametros a estimar.

No grafico seguinte encontram-se representados a variagdo dos valores de Vmax
e Ku com a temperatura e pressdo assim como a superficie que ilustra os pontos
estimados pelo modelo. Sao representados a negro os pontos que se encontram acima

da superficie e a cinza os que estdo abaixo desta.

— B 5}
o =1 ot
L i

Vmaéx (umol.min-1)
)

Pressao (MPa) Temperatura (°C)
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KM (mM)
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Gréafico 31 — Representacéo da variacdo dos valores experimentais de Vmax (o) e Ku (o)
(A e B, respectivamente) bem como o perfil teérico obtido pela Eq.10 para o substrato fenol com
as varias combinagdes de pressdo e temperatura.

No grafico da variacdo de Kwm verifica-se um pico bastante elevado para

pressdes e temperaturas elevadas, contudo nesta gama ndo foram determinados

pontos experimentais. Contudo, esta tendéncia vai ao encontro com o esperado, ou

seja, para temperaturas e pressoes elevadas a ligacdo da enzima ao substrato é muito

baixa indicando assim uma constante de dissociacdo reduzida, obtendo-se assim

valores de Ku elevados.

De modo a comparar os valores experimentals com os previstos foi

representado no Grafico 32 os valores dos parametros cinéticos, Vmax € Ku, previstos

em funcio dos experimentais, ambos caracterizados como logaritmo natural.

A
3.5
*
3.0
.é 2,5 * *
W
F oo »
=1 'Y . *
- *
W L3 * *
£ *
E 1.0 +
0.5 4
0.0 T T T
0.0 0,5 1.0 1.5 2,0 2.5 3.0
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B
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3:_0 . N * *
2.5 *
20 | o g
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Grafico 32 — Representacdo da correlacdo entre o logaritmo natural de Vimax (A) e Ku (B)
experimental e do logaritmo natural de Vmsx previsto para o substrato fenol.
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E verificado pela respectiva linha de tendéncia que os valores experimentais
possuem desvios ao modelo aplicado. Para o caso do Kn o mesmo ajuste foi aplicado
mas sdo evidenciados maiores desvios ao modelo. Através do respectivo coeficiente de
correlacdo (Tabela 26) e pela observacdo do Gréfico 31 verifica-se que se obtém um
ajuste bom entre o previstos e os experimentais, contudo através desta representacio
(Grafico 32) é verificada uma tendéncia mas nada se pode concluir em concreto dos
valores representados.

Apoés a determinacio dos parametros do modelo escolhido é possivel identificar,
nas respectivas gamas estudadas, todas as combinagoes de pressio e temperatura que
resultam no mesmo valor de actividade da enzima POD (umol.min?). Sio

representadas as curvas e é observado o contorno eliptico discutido anteriormente,

grafico (Grafico 33).

500 -
400 -
&
S 300 -
°
3
2 200 -
5]
A f""f
100 A 12,5 /
155 7
0 :
0 40

Temperatura C)

Grafico 33 — Representacio das curvas de iso actividade pressao-temperatura para os
valores da actividade da enzima POD para o substrato fenol (nimeros representados sob as
curvas representam o valor da actividade em pmol.min1).

Observa-se que existem varias combinagoes de pressao e temperatura em que a
actividade é a mesma, concluindo-se que esta gama, de pressdes e temperaturas, é
afectada pelo efeito antagonistico onde a pressio inibe o efeito da temperatura sobre a

enzima POD.

Peréxido de Hidrogénio

O mesmo estudo foi realizado para o substrato H202, apresentando a respectiva

tabela dos parametros do modelo estimados (Tabela 27), o grafico 3D (Grafico 34)
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representando os valores de Vmix e Km experimentais e previstos pelo modelo

termodinamico caracterizado pela Eq.10.

Tabela 27 — Valores estimados dos parametros do modelo para a enzima POD com o
substrato H20:2 e respectivos desvios padrao.

Valores estimados

Parametros do modelo Viix Ku Unidades
a (In(Vinax ref) ou In(K rer)) 3,11 + 0,264 -1,17 + 0,336
A (AVo) -1,33x10! + 9,90 -2,86x10" + 1,26x10! cm3.mol'!
B (ASo) 1,34x102 + 8,91x10! 3,03x10! + 1,26x102 J.mol'.K1
C (Ax) 2,91x101+ 9,79x102  4,09x101 + 1,35x10°! cm$.J1.mol!
D (ACp) 5,03x103 + 3,00x103 3,89x108 + 4,81x103 J.mol'1.K1
E (AD -3,84x101+ 1,92x101  -4,22x101 + 3,61x10  cm3.mol LK
F (AQon) 3,33x104 + 3,28x10*  -2,78x103 + 5,94x10%  cm3.mol1.K1
G (AZzp) 1,69x102 + 3,34x103  -1,10x103 + 8,13x103  cm3.mol LK
H (Ax2) 4,30x104+ 1,56x104 1,51x104 + 2,18x104 cm®é.J1.mol’!
I (ACy) 1,33x102 + 4,86x101 1,18x102 + 8,30x10! J.mol1.K1
R2 0,967 0,954
RZ ajustado 0,961 0,941
SD 0,397 0,466

100

Pressao (MPa)

50 o ©

Temperatura (°C)
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50 0 5 Temperatura (°C)

Pressio (MPa)

Grafico 34 — Representacio grafica da variacdo dos valores experimentais de Vmax (@) e
Ku (o) (A e B, respectivamente) assim como o perfil teérico obtido pela Eq.10 para o substrato
H202 com as varias combinacées de pressao e temperatura.

De igual modo como para o substrato fenol os valores dos parametros
estimados pela regressao nao linear do modelo usado assumem alguns erros elevados,
devido a existéncia de poucos valores experimentais e na estimativa de um vasto leque
de estimativas. £ representado no grafico seguinte a variacdo dos valores de Vmax € Ku
com as diferentes temperaturas e pressoes aplicadas, bem como a superficie gerada
pelo modelo apés o calculo dos parametros do mesmo. A negro e a cinza sao
evidenciados os pontos experimentais que se encontram acima e abaixo da superficie,
respectivamente (Gréfico 34).

De forma a verificar as diferencas entre os valores experimentais e aqueles
estimados pelo modelo, de Vmix e Kum, Eq.10, foram representados graficamente

(Grafico 35) estes mesmos valores mas em forma de logaritmo neperiano.
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Grafico 35 — Representacdo da correlacio entre o logaritmo natural de Vmax (A) e Ku (B)
experimental e do logaritmo natural de Vmax previsto par o substrato Hz20x.

Assim como verificado no caso do fenol a convergéncia dos valores de Km
previstos pelo modelo com os valores experimentais é baixa, evidencia-se uma
tendéncia, contudo apesar do coeficiente de correlacio (Tabela 27) e o ajuste
representado pelo Grafico 34 serem bons, no grafico anterior vé-se que aplicando o
mesmo ajuste ndo sera o mais correcto no caso do Kw.

Tal como para o fenol, foram determinadas para todas as combinacées, dentro
da gama estudada, de pressdo e temperatura os valores no qual a actividade da
enzima POD (umol.min), no substrato H20, era igual. E representado no Gréfico 36

as linhas que correspondem a mesma actividade enzimatica.
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Grafico 36 — Representacio das curvas de iso actividade pressao-temperatura para os
valores da actividade da enzima POD no substrato H2O2 (ntimeros representados sob as curvas
representam o valor da actividade em pmol.min).
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E verificado pelo grafico anterior que aplicando esta gama de pressoes
combinadas com a gama de temperaturas em estudo a actividade da enzima sofre
também um efeito antagonistico, ou seja, com o aumento da pressio a actividade
enzimatica deveria diminuir, contudo, verifica-se que esta se mantém igual, assim
como quando se aumenta a temperatura a actividade da POD deveria aumentar e

contrariando esta teoria a actividade mantém-se inalterada.

3.3. Determinacdo do Volume de Activagdo (V.) Para as Diferentes
Temperaturas em Estudo

De modo a conhecer o comportamento do volume de activacdo com o aumento
da temperatura determinou-se, o mesmo, para os dois substratos em estudo variando
a temperatura (Tabela 28). Os graficos intermédios que determinam o valor do volume

de activacéo encontram-se no Anexo II.

Tabela 28 — Representacido dos valores do volume de activacdo (Va.) para cada
temperatura usada nos diferentes substratos (fenol e H202).

Va (cm3.mol1)

Temperatura (°C) Fenol R2 H:0: R2
6 16,29 0,961 9,119 0,930
12,5 3,182 0,999 8,424 0,914
20 7,044 0,923 20,03 0,902
30 5,545 0,722 23,84 0,999
37 16,43 0,973 31,20 0,931
45 6,560 0,962 7,578 0,997
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Grafico 37 — Representacgdo de Va em funcio das temperaturas usadas nos diferentes
substratos (fenol e H2032).

O volume de activagio obtido para qualquer uma das temperaturas em causa
é positivo indicando assim, que na gama estudada de pressées, estas nio favorecem a
cinética da reaccdo. Verifica-se (Grafico 37) que o V., referente ao substrato fenol,
diminui nas temperaturas mais reduzidas (6 a 12,5 °C) e para as mais elevadas (37 a
45 °C). Para temperaturas intermedidrias (12,5 a 37 °C), o V. aumenta
consecutivamente, atingindo um valor maximo a 37 °C, ou seja na temperatura
6ptima da enzima. De acordo com o Grafico 37, observa-se que os valores
determinados para Va para o substrato H2O2 sdo superiores aos do fenol tornando esta
reaccdo mais lenta e mais desfavorecida sob pressio. Pela Tabela 28 verifica-se que
para 30 °C no fenol o coeficiente de correlacio é baixo (0,722). Uma vez que se obtém

apenas trés pontos e possam estar relacionados com possiveis erros associados.

3.4. Determinacdo da Energia de Activacdo (E.) Para as Diferentes
Pressoes Aplicadas

Com a finalidade de conhecer o comportamento da energia de activacdo para
cada pressurizacio efectuada (Tabela 29), foi realizado o presente estudo. Os gréficos
intermédios que determinam o valor da energia de activacido encontram-se no Anexo

III.
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Tabela 29 — Valores da energia de activacio (Ea) para cada pressurizagio efectuada nos
diferentes substratos (fenol e H202).

Ea (kJ.mol')
Pressio (MPa) Fenol R2 H:20: R2
0,1 34,91 0,994 41,14 0,963
100 20,35 0,884 19,79 0,986
150 22,48 0,731 18,50 0,473
200 33,04 0,941 22,10 0,820
—6—HKaFenol = — 8- Ea Peroxido
45
40 L
35 £
= 30 -
@]
g 25 -
g 20 -
mﬁ 15 _
10 -
5 .
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Pressio (MPa)

Gréfico 38 — Representacao grafica de Ea em funcgdo da pressido aplicada para os dois
substratos usados, fenol e H202.

Através do Grafico 38 é possivel evidenciar que para ambos os substratos
estudados a Ea tem 0 mesmo comportamento, decrescendo até 100 MPa seguindo-se de
um aumento até 200 MPa. No entanto verifica-se que os valores obtidos para o
peréxido de hidrogénio sdo mais reduzidos que para o fenol, tal facto deve-se a que na
reaccdo da enzima POD com o substrato perdxido necessita de pouca energia para
Iniciar a reaccao, ou seja, mais elevada é a velocidade de reaccdo. Estes valores sao
semelhantes aos encontrados na literatura a pressdo atmosférica [29]. E de notar que,

para ambos os substratos os coeficientes de correlacdo obtidos para 150 MPa sio
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muito baixos, deve-se tal facto, ao nimero limitado de pontos e a possivels erros

associados.

3.5. Determinacéao da Estabilidade da Enzima POD Sob Pressao

A fim de determinar o comportamento da enzima quando sujeita a pressao foi
realizado o presente estudo a medida que as experiéncias iam decorrendo. Para tal, foi
usada a concentracdo de substrato, em saturacfo, sujeita a diferentes pressoes
combinadas com duas temperaturas, 12,5 e 37 °C. Foi lida a absorvancia a 510 nm ao

longo do tempo com o intuito de analisar a actividade da enzima (declive) apés a

pressurizacio.
0,14 1 0,1 MPa
0.12 - y =5,12E-03x - 6,58E-03
’ R2=0,996
0,10 -
| | 100 MPa |
0,08 |y = 5,23E-03x - 7,39E-03 1
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< 0,06 Lo B TR wES !
<
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i 'y =14,36E-03x - 2,55E-03 ;
0.02 S X
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Grafico 39 - Representacdo dos valores de absorvancia a 510 nm quando o meio
reaccional é submetido a diferentes pressdes comparando com a pressao atmosférica a 37 °C.
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Grafico 40 — Representacido dos valores de absorvancia a 510 nm quando o meio
reaccional é submetido a 500 MPa comparando com a pressdo atmosférica a 12,5 °C.

De acordo com os graficos representados comparando os resultados que foram
submetidos a alta pressao e os que foram mantidos a pressio atmosférica, é verificado
que a enzima nao é afectada na gama de pressoes estudada, a pressao afecta apenas a
reaccao em causa.

Outro estudo foi realizado anteriormente com esta mesma enzima POD, com a
diferenca de pressurizar apenas a enzima, todavia a mesma conclusido foi retirada

deste estudo [36].

72



Parte IV. Concluséo

Parte IV. Concluséo

No presente trabalho foi estudado o efeito combinado de presséo e temperatura
durante 10 minutos, a pH 7,5, na actividade (Vmax) e constante de Michaelis-Menten
(Km) da enzima peroxidase (POD), para os substratos fenol e peréxido de hidrogénio.
Os valores de Vmax e Ku foram determinados através de dois métodos de estudo,
Lineweaver-Burk (método linear) e Michaelis-Menten (método nio linear) para cada
pressao e temperatura aplicadas.

Representando, para cada temperatura e pressdo aplicadas, o valor da
actividade da enzima em funcio da concentracdo do substrato em estudo, verifica-se
que esta aumenta com a concentracdo do substrato atingindo um patamar para
concentracdes mais elevadas (concentracdes de saturacio).

Verificou-se que o efeito da pressio na reducio da actividade é igual para toda
a gama de concentracio de cada substrato estudado, factor evidenciado pelo valor
constante de variagdo da percentagem de actividade sob pressio, relativamente a
pressao atmosférica.

Os valores de volume de activacido obtidos (Va) sdo positivos e geralmente
superiores, apresentando maior variacdo com a temperatura para o perdxido de
hidrogénio, variando entre 8,424 e 31,20 cm3.mol?! e 3,182 e 16,43 cm3.mol! para o
fenol. Assim, conclui-se que a pressao tem um efeito inibidor na actividade. Contudo,
para a temperatura mais baixa 6 e 12,5 °C e para as pressdes mais baixas (50 a 150
MPa) a actividade sob pressdio é superior a pressdo atmosférica, mas diminui com o
aumento de pressio.

Relativamente ao efeito da temperatura entre 6 e 45 °C, a actividade da enzima
aumenta com o aumento da temperatura sendo possivel o calculo do valor da energia
de activacdo (Ea). A E, apresenta um valor minimo entre 100 e 150 MPa (20,35 e 22,48
KJ.molY).

Com aplicacdo de um modelo matematico de base termodiniamica, com 10
variaveis, foi possivel modelizar o efeito combinado da pressio e temperatura, no Vmax
e no Kn da POD, permitindo a determinacéo de curvas de iso-actividade em funcéo da
pressdo e temperatura. Esta modelizacdo é menos eficiente no caso do Ky,
provavelmente pela existéncia de menos pontos experimentais (os valores aos quais

nao foi possivel quantificar o Vmax por serem préximos de zero).
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Para ambos os substratos o valor de maior actividade verifica-se a pressio
atmosférica e a 45 °C.

No que diz respeito ao valor de Kwm, para o fenol, apresenta geralmente um
valor oposto ao do Vmax tanto com a temperatura como com a pressio. Para o H20q,
com a temperatura o perfil de variacdo é semelhante ao Vmsix, enquanto que com a

pressio é de modo geral o oposto.
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Anexo I. Preparacao da Solucoes Utilizadas

Anexo I. Preparacao das Solucoes Utilizadas

o Tampéo tris/HC1 0,1 M (pH 7.5)

Esta solucéo é preparada de modo a que a concentracio de tris-(hidroximetil)-
aminometano (Mr=121,14 g.mol ) na solucdo seja de 0,1 M num volume total de 1000

mL.

c="w01=" <n=005
Y, 5
n=""005=—"_ m=6057g
M 12114

Esta massa é dissolvida em agua destilada e a ela adicionado acido cloridrico

de concentracdo (Mr=36,49 g.mol1):

C.V,=C, -V, <1015V, =01-403
V, =4mL

Estas duas solucbes sdo misturadas perfazendo-se o volume até 1000 mL com
agua destilada, verifica-se o valor de pH 7,5, acertando-o caso seja necessario. K
necessario dissolver sempre o tris antes de adicionar o acido cloridrico de modo a

facilitar a dissolu¢do do mesmo.

o Peréxido de Hidrogénio (30%)

Na preparacio desta solucido é necessaria a solucio tampao tris/HCI preparada
previamente e a solucdo de peréxido de hidrogénio de concentracdo 8,82 M (Mr=34,01

g.mol1):

C,-V,=C, -V, <882V, =882-10°-100 <V, =01mL
V =100 £



Anexo I. Preparacao da Solucoes Utilizadas

O 4-aminoantipirina

Mr =203,25 g.mol!
C=2,3x103 M

m =0,04674 g

o Solucido Fenol

C=0,16 M
Mr=94,11 g.mol™!
V=100 mL

m=1,5g¢g

A solucéo de fenol com 4-aminoantipirina é realizada do mesmo modo pesando
1,5 g de fenol dissolvendo em tampdio, adicionando a amina, também dissolvida em
tampao, perfazendo um volume total de 100 mlL. E necessério dissolver primeiro o
fenol em tampao, e depois adicionar a amina para uma melhor dissolucido dos dois

reagentes.

o Diferentes concentracées de Fenol e 4-aminoantipirina

Para cada solucéo de fenol é necessario variar apenas a concentracao de fenol e

manter a concentracao de 4-aminoantipirona:

Exemplo de calculo para a concentragao de fenol a 50%:

Crena=0,16 M
Mr=94,11 g.mol?
Mamina=0,04674 g
C=0,16x0,5=0,08 M



Anexo I. Preparacao da Solucoes Utilizadas

C,-V, =C, -V, <0]16-V, =0,08-20 <V, =10mL

Para um baldo de 20 mL colocar 10 mL da solucdo de fenol (0,16 M), 4-
aminoantipirina dissolvida num pouco de tampio tris/HCI perfazendo o volume com
tampao.

Todas as outras concentracdes (5, 15, 25 e 75 %) foram consumadas do mesmo

modo.

Enzimas

o Catalase

A fim da preparacdo esta solucdo de enzima foi usada catalase (C9322, 2950
U.mg! de sélido), pesando-se 56,5 mg da mesma mantendo sempre num recipiente em
gelo pois é bastante instavel a temperatura ambiente. Dissolve-se esta quantidade em
tampio perfazendo 10 ml de solucio, obtém-se assim uma solucdo de concentracao
5,65 mg.mL! de catalase. De modo a retirar impurezas nela contidas prosseguiu-se a

sua centrifugacao a 5 °C a 10000 G durante um periodo de tempo de 15 minutos.

o Peroxidase

Neste estudo foi usada peroxidase do tipo II P8250 (R.Z.=1,9) da Sigma na qual
foi sujeita a preparacdo de uma solucéio mie de concentracio 0,5 mg.mL! (pesando 10
mg de peroxidase num volume de 20 mL de tamp#o). Através desta, é preparada uma
solucdo de concentracdo intermédia (6,67x10%4 mg.ml!) para uma posterior dilui¢io

até a concentracdo pretendida de 2,225x104 mg.mL1.
C -V,=C, -V, <05V, =6,67 10720 <V, =26,68 ul

C,-V,=C, -V, < 6,670-10* .V, =2,225%10 - 20 <V, = 6672 1L
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Diferentes Temperaturas Estudadas

Anexo II. Graficos Auxiliares para o Calculo do Volume de
Activacdo (V.) nas Diferentes Temperaturas Estudadas

o
Fenol a 6 °C
2.00 4 6°C Fenol
- e
1,50
"“.
= 1,00
)
= 050 | |¥=T.02E03x +2,25E+00
’ R*= 0,961
0.00 + T T T T 1
1] a0 100 150 200 250
Pressio (MPa)
o
Fenol a 20 °C
4 20°C Fenol
3.00 -
2.50 A
~ 2009 f\_’\.
= 150 -
£ 1,00 {|y=-2,89E-03x + 2,83E+00
0.50 - R*=10.923
0,00 T T T T 1
1] 100 200 300 400 500
Pressio (MPa)
o
Fenol a 37 °C
4 37°C Fenol
3.00
2,50
5 2,00
2 150
£ 1.00 ¥=-6,37TE-03x + 3.25E+00
0.50 R*=0,973
0,00 + T T 1
0 30 100 130 200 250
Pressio (MPa)
o
H>022a 6 °C
#6°C Peroxido
2.50
2,00
Fa; 1,50
=
= 1,00
- _ ¥=-3.93E-03x + 2.12E+00
0.50 B:=0.930
0,00 -+ T T T T
0 a0 100 130 200 230 300 330

Pressio (MPa)

In{Vuaz)

Fenol a 12,5 °C

1,80 - .
160 & +12.5°C Fenol
1,40 -
1,20 -
>
i 100 -
2 00 -
=
= 060 -
¥=-1,34E-03x + 1,32E+00
0.40 4 R? = 0,009
0,20
0,00 . : . . .
0 100 200 300 400 500
Pressio (MPa)
(v}
Fenol a 30 °C
4 30°C Fenol
2,45
2,40
2.35 - *
2,30
232 ¥=-2,20E-03x + 2,63E+00
2,20 R*= 0,722
2,15 *
2,10 - , , , . .
0 50 100 150 200 250
Pressio (MPa)
o}
Fenol a 45 °C
# 45°C Fenol
3,10
3,00
"?_- 2,90
ES
= 2,80
- 270 | |[v= 2.48E-03x + 3,13E+00
: R = 0,962
2,60 ; ; . ' .
0 50 100 150 200 250
Pressao (MPa)
()
H202a 12,5 °C
#12,5°C Peroxido
2,00
1,50 * *
g
= 1,00
= 050 | |7= 333E03x + 2.04E+00
-2 RF=0,914
0,00 + : : . . .
0 100 200 300 400 500
Pressio (MPa)



Anexo II. Graficos Auxiliares para o Céalculo do Volume de Activacdo (V.) nas

Diferentes Temperaturas Estudadas

250

[o} (o}
H202 a 20 °C H202 a 30 °C
_ # 30°C Peroxido
3.00 4 20°C Peroxido 3,50
2'_0 3,00
O
’ * 2,50
%
a-?.. 2,00 i 200
E 1,50 2 1,50 —
1o £ oo |77 946E03x +3,85E+00
: ¥ = -8,22E-03x + 3,32E+00 R*= 0,999
0,50 R = 0,002 * 0.50
0,00 - : : . . 0,00 : . . . :
0 100 200 300 400 0 50 100 150 200
Pressio (MPa) Pressio (MPa)
o} (v}
H202 a 37 °C H202 a 45 °C
#37°C Peroxido #45°C Peroxido
3.00 4,00
2,50
- 3,00 e
¥ 2,00 \ 3
] -
- 2,00
?_:._ 1,50 y= -1__21E:O_2:{ + 3,89E+00 El:“, : v=-2,87E-03x + 3.19E+00
£ 1,00 R =0,931 = 100 R® = 0,997
0,50 :
0,00 . . . : . 0,00 i .
0 30 100 150 200 230 0 50 100 150 200
Pressio (MPa)

Pressio (MPa)



Anexo II. Gréficos Auxiliares para o Célculo do Volume de Activacio (Va)
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Anexo IIl. Graficos Auxiliares para o Calculo da Energia de
Activacdo (E.) nas Diferentes Pressoes Estudadas
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