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EFEITO DA CONCENTRACAO DE GLICEROL, SACAROSE, SARCOSINA E
SORBITOL SOBRE A EXTINCAO MOLAR EM 281,5 nm DE N-ACETIL-D,L-
TRIPTOFANO ETIL ESTER E N-ACETIL-D,L-TIROSINA ETIL ESTER

EFFECT OF THE CONCENTRATION OF GLICEROL, SUCROSE, SARCOSINE, AND
SORBITOL, ON THE MOLAR EXTINCTION OF N-ACETYL-D,L-TRYPTOPHAN ETHYL
ESTER AND N-ACETYL-D,L-TYROSINE ETYL ESTER AT 281,5 nm

Nadia Rubia FERREIRA'; Gisele VISSOCF; Nilson PENHA-SILVA’

RESUMO: As propriedades dos osmolitos tém sido cada vez mais utilizadas em biologia molecular e
biotecnologia, especialmente para a manutencéo da atividade bioldgica de preparagdes purificadas de proteinas. Eles
representam uma importante condig@o estabilizante ndo somente para as proteinas e acidos nucléicos, mas também
para células, tecidos e orgdos. Glicerol, sacarose, sarcosina e sorbitol sdo pequenos solutos organicos de diferentes
classes de osmolitos. O presente trabalho estuda o efeito de concentragdes crescentes de tais osmolitos sobre a
extingdo molar em 281,5 nm de N-Acetil-D,L-Triptofano Etil Ester (N-Ac-Trp-EE) e N-Acetil-D,L-Tirosina-Etil
Ester (N-Ac-Tyr-EE), de maneira a avaliar a resposta fisica dos grupos triptofanil e tirosinil de proteinas a2 mesma
alteracéo na composigdo do solvente. Os coeficientes de extingdo molar (€) foram determinados de acordo com a lei
de Lambert-Beer, 4 = & c¢. [, a partir dos valores de absorvancia (4) de cada croméforo em 281,5 nm, usando
concentragdes (¢) de 0,001 e 0,005 mol.L! para N-Ac-Trp-EE e N-Ac-Tyr-EE, respectivamente, em uma cubeta de
quartzo com 1 cm de caminho 6ptico (/). A extingdo molar em 281,5 nm de N-Ac-Trp-EE e N-Ac-Tyr-EE néo foi
significantemente perturbada pelo aumento da concentragcdo molar de glicerol (de 0 a 4 mol.L"), sacarose (de 0 a 1,5
mol.L"), sarcosina (de 0 a 1 mol.L"), e sorbitol (de 0 a 2 mol.LL*).

UNITERMOS: Osmodlitos, N-Acetil-D,L-Triptofano Etil Ester, N-Acetil-D,L-Tirosina Etil Ester, Extingdo
molar.

INTRODUCAO

As propriedades dos osmdlitos estdo se tornando
cada vez mais uteis em biologia molecular ¢ em
biotecnologia, especialmente na manutencdo da atividade
biologica de preparagdes purificadas de proteinas. Os
osmolitos representam uma importante condi¢do
estabilizante ndo somente para as proteinas e acidos
nucléicos, mas também para células, tecidos e 6rgaos
(FELIX et al., 1999; PANEK, 1996; SOLA-PENNA;
MEYER-FERNANDES, 1998).

Muitos microrganismos, peixes, plantas e animais
submetidos a situagdes de estresse ambiental sdo capazes
de preservar suas atividades bioldgicas pela conservagao

de suas proteinas no estado nativo. Estes organismos tém
adaptado uma estratégia comum na prote¢ao de suas
proteinas celulares contra estes estresses ambientais
(BOROWITZKA, 1985; YANCEY et al., 1982). Esta
estratégia envolve o acimulo de compostos organicos de
baixo peso molecular, coletivamente chamados osmdlitos,
produzidos por células de todos os organismos em geral,
exceto as halobactérias, em concentracdes intracelulares
que vdo de apenas algumas dezenas a centenas de
milimolar (CLARK, 1985; BROWN; SIMPSON, 1972;
RHODES, 1987; SOMERO, 1986a; SOMERO, 1986b;
YANCEY et al., 1982).

Os osmolitos sdo quimicamente classificados em
trés grandes grupos (YANCEY et al., 1982). Os alcoois
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poliidroxilicos, como o glicerol e o sorbitol constituem o
primeiro grupo. O segundo grupo ¢ constituido pelos aminoa-
cidos e seus derivados, compreendendo a glicina, a metil-
glicina (ou sarcosina), a dimetil-glicina e a trimetil-glicina
(ou betaina), por exemplo. O terceiro grupo de osmélitos
compreende os aglicares, como a sacarose € a trealose.

Estes osmolitos sdo ainda classificados como
solutos compativeis ou solutos neutralizantes, com base
em seus efeitos na atividade funcional de proteinas
(BOROWITZKA; BROWN, 1974; BROWN;
SIMPSON, 1972; YANCEY et al., 1982).

Os osmolitos compativeis, compreendendo certos
aminoacidos neutros livres e carboidratos, sdo aqueles
que podem estar presentes em altas e variadas
concentragdes sem perturbar a atividade funcional
protéica proximo a temperatura ambiente
(BOROWITZKA; BROWN, 1974; BOWLUS;
SOMERO, 1979; WANG; BOLEN, 1997).

Os osmolitos neutralizantes incluem espécies
como a glicerofosforilcolina e a betaina (LIEN;
PACELLI; BRAUN, 1993; PETERSON et al., 1992;
YANCEY; BURG, 1990), que sdo formadas pelos
organismos para lidar com o efeito deletério de solutos
como a uréia sobre a estabilidade e atividade funcional
das proteinas (BASKAKOV; WANG; BOLEN, 1998;
LIN; TIMASHEFF, 1994; YANCEY; SOMERO, 1979).

Um grande niimero de dados sugere que ambos,
osmolitos compativeis e neutralizantes aumentam a
estabilidade térmica das proteinas (ARAKAWA;
TIMASHEFF, 1985; PLAZA DEL PINO; SANCHEZ-
RUIZ, 1995; SANTORO et al., 1992; TANEJA,
AHMAD, 1994; TIMASHEFF, 1992; YANCEY et al.,
1982). O principal fator responsavel por este efeito
estabilizante esta relacionado com o fato destes osmolitos
serem excluidos preferencialmente do dominio protéico
proporcionando a hidratacdo preferencial da proteina.
(ARAKAWA; TIMASHEFF, 1983; ARAKAWA;
TIMASHEFF, 1985; TIMASHEFF; ARAKAWA, 1989;
TIMASHEFF, 1992). Este efeito deve favorecer o estado
protéico com a menor superficie exposta, de tal modo a
deslocar o equilibrio de desnaturag@o entre os estados
nativo (N) e desnaturado (D) de uma proteina no sentido
do estado N. Ou seja, os osmolitos desestabilizam o nivel
de energia livre no estado desnaturado de uma proteina
muito mais do que desestabilizam o nivel de energia livre
no estado nativo, dessa forma tornando a desnaturagao
mais desfavoravel na presenca do osmoélito do que em
sua auséncia, ndo através de interagdo direta com
proteinas, mas por sua exclusdo preferencial da dgua da
vizinhangca da proteina (ARAKAWA; BHAT;
TIMASHEFF, 1990; LEE; TIMASHEFF, 1981).
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As cadeias laterais de tirosina e triptofano tém
grande capacidade de absorver a radiagdo luminosa na
regido ultravioleta do espectro (BRAY; CARRIERE;
CLARKE, 1994; EDELHOCH, 1967; MACH;
MIDDAUGH; LEWIS, 1992). Este comportamento
espectral tém sido muito utilizado em estudos do efeito
de solutos caotrépicos sobre a estabilidade protéica,
inclusive no laboratério de Enzimologia da Universidade
Federal de Uberlandia (BRITO et al., 2003). A utilizagao
dos valores de € , da tirosina e triptofano como método
de estudo do efeito de solutos estabilizantes pode ser feita
numa base mais segura se 0 comportamento espectral
daquelas cadeias laterais ndo sofrer alteragdes
significantes em fung¢@o da incorporagdo de solutos
estabilizantes no solvente.

A ocorréncia de perturbagdo no espectro de
absor¢do ultravioleta de tirosina e triptofano pode ser
estudada utilizando cromoforos que contenham as cadeias
daqueles aminoacidos sem apresentar a complexidade
conformacional da proteina. O N-Ac-Tyr-EE e o N-Ac-
Trp-EE sdo compostos usados como substratos para
avaliacdo da atividade de enzimas da familia da
quimotripsina, que apresenta especificidade de ligagao
pelas cadeias laterais de tirosina e triptofano. Aqueles
compostos representam uma alternativa interessante para
se pesquisar o efeito dos osmdlitos sobre o
comportamento espectral das cadeias laterais de tirosina
e triptofano.

Este trabalho procura explorar esta questao,
utilizando osmolitos da classe dos alcoois poliidroxilicos
(glicerol e sorbitol), dos aminoacidos e metilaminas
(sarcosina), e dos agucares (sacarose). Como o
coeficiente de extingdo molar (¢) varia com o
comprimento de onda, foi utilizado um comprimento de
onda fixo de 281,5 nm.

MATERIAL E METODOS

Equipamento

As medidas de massa foram feitas em uma
balanga analitica da marca Sartorius ou em uma balanga
digital de precisdo da marca Kern, modelo 870. As
medidas de densidade Optica utilizaram um
espectrofotdmetro de feixe tinico da marca Zeiss, modelo
Spekol UV-VIS, com cubetas de quartzo com 1 cm de
caminho dptico. Durante a preparagdo e posterior
utilizag@o das solugdes, foram utilizadas pipetas da marcas
Herka e Pyrex; beckers, provetas e baldes volumétricos
da marca Pyrex; além de pipetas automaticas regulaveis
Labsystems modelo Finnpipette Digital (0,5 uL.a 10 uL,
SuLa40puL, 40 uL a200 uL e 100 uL a 1000 pL).
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Reagentes

O N-Acetil-D,L-Triptofano Etil Ester (N-Ac-Trp-
EE) e o N-Acetil-D,L-Tirosina Etil Ester (N-Ac-Tyr-EE)
foram adquiridos da Sigma Chemical Company e
manipulados como adquiridos, sem posteriores purificagdes.

Como osmolitos foram utilizados sacarose,
glicerol, sorbitol e sarcosina, cujos pesos moleculares sdo,
respectivamente, de 342,3, 92,1, 18,17 e 125,6. Todos
com grau de pureza de pelo menos 99,5%. A sacarose, o
glicerol e a sarcosina foram provenientes da Sigma
Chemical Company, e o sorbitol foi adquirido da Nuclear,
todos manipulados como adquiridos, sem posteriores
purificacdes.

O solvente foi preparado com KCI PA, cujo peso
molecular é de 74,56, com 99,5% de pureza, adquirido da
Cinética Quimica LTDA.

As solugdes de osmoélitos foram preparadas
diariamente em KCI 0,1 mol.L"' e suas concentragdes
foram consideradas com base nas massas medidas de
cada composto.

Efeito de osmdlitos sobre as propriedades
espectrais de N-Ac-Trp-EE e N-Ac-Tyr-EE

O efeito de concentragdes crescentes de
osmolitos sobre a extin¢éo de luz ultravioleta por N-Ac-
Trp-EE e N-Ac-Tyr-EE foi estudado em comprimento
de onda fixo de 281,5 nm, com a utilizacdo de um
espectrofotometro Spekol, por espectroscopia de
diferenca. O padrdo de dependéncia de &, , dos
cromo6foros com a concentragdo de cada osmdlito foi
utilizado para pesquisar efeitos estruturais dos osmolitos
sobre os cromdforos.

Em um experimento tipico, era colocado 1 mL
de KCI1 0,1 mol.L" nas cubetas designadas como R, S e
S,, quando a leitura de absorvéncia do espectrofotdmetro
era zerada. A partir deste momento, era feita uma tnica
adi¢do de 0,20 mL da solucdo de N-Ac-Trp-EE a 1
mmol.L" ou N-Ac-Tyr-EE a 5 mmol.L"" na cubeta S, e
de 0,20 mL de KCl a 0,1 mol.L"! nas cubetas R e S,. Em
seguida, eram feitas varias adi¢cdes de 0,20 mL da solugéo
de cada osmolito nas cubetas S, e S, e ap0s agitagdo
eram feitas as leituras da absorvénciade S e S, contra a
cubeta R. Para permitir que a variagdo de volume na
cubeta de referéncia acompanhasse a variagdo de volume
das cubetas S, e S,, para cada adi¢do da solugdo do
osmolito também se fazia uma adicdo de KCI 0,1 mol.L-
" na cubeta de referéncia. As leituras obtidas em S_eram
subtraidas das leituras obtidas em S , e o resultado era
multiplicado pelo fator de diluicdo da amostra, obtido pela
divisdo do volume final pelo volume inicial. Os
experimentos foram repetidos varias vezes, até obtengéo
de um numero minimo de quatro séries coincidentes.
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Calculo do coeficiente de extincio molar de N-Ac-
Trp-EE e N-Ac-Tyr-EE

Os coeficientes de extingdo molar (€) de N-Ac-
Trp-EE e N-Ac-Tyr-EE foram determinados de acordo
com a Lei de Lambert-Beer, que correlaciona a densidade
optica da solucdo (absorvancia) com o seu coeficiente
de exting@o molar através da equacdo A= & c. [, onde A
indica a leitura de absorvancia de cada cromo6foro em
281,5 nm; ¢ € a concentragdo do cromdforo, que foi de
0,001 e 0,005 mol.L"! para N-Ac-Trp-EE e N-Ac-Tyr-
EE, respectivamente, a fim de propiciar valores de
absorvancia de no maximo 1 em 281,5 nm; e / € o caminho
percorrido pelo feixe de luz durante a leitura em uma
cubeta de quartzo, cuja magnitude foi de 1 cm. Todos os
graficos foram editados com o programa Origin 6.0 da
Microcal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise dos resultados foi feita pela observagéo
da dependéncia dos valores do coeficiente de extingao
molar (g, ;) de N-Ac-Trp-EE e N-Ac-Tyr-EE com a
concentragdo dos osmolitos. Os valores calculados dos
coeficientes de extingdo molar em 281,5 nm para o efeito
de cada osmolito sobre cada croméforo foram locados
em um unico grafico, a fim de permitir uma visualizagdo
do grau de dispersdo das medidas experimentais.

Estes resultados estdo mostrados nas Figuras de
1 a 4. A Figura 1 mostra os efeitos do glicerol sobre os
valores de €, . do N-Ac-Trp-EE e do N-Ac-Tyr-EE.

281,5
Os efeitos da sacarose sobre os valores de € do N-

Ac-Trp-EE e do N-Ac-Tyr-EE, estdo mostrados2 i;:; Figura
2. A Figura 3 mostra os efeitos da sarcosina sobre os
valores de €, ; do N-Ac-Trp-EE e do N-Ac-Tyr-EE.
Os efeitos do sorbitol foram estudados somente sobre os
valores de g, ; do N-Ac-Trp-EE (Figura 4).

Como pode ser observado em todas as situagdes
estudadas, os coeficientes de extingdo molar do N-Ac-
Trp-EE e do N-Ac-Tyr-EE nao foram significativamente
perturbados pelas concentragdes crescentes de glicerol,
sacarose, sarcosina e sorbitol em amplas faixas de
concentragdo dos osmolitos. Entretanto, em alguns casos,
a extingdo molar comega a declinar depois de certos
valores de concentragdo de alguns osmolitos. Para o N-
Ac-Trp-EE, a sacarose (Figura 2-A) e sarcosina (Figura
3-A) causam de fato declinios na extingao molar da luz
em concentra¢cdes acima de 1,25 e 0,6 mol.L!,
respectivamente. Para o N-Ac-Tyr-EE, ocorrem declinios
na exting@o molar da luz em concentragdes acima de 3.5
e 0,7 mol.L! de glicerol (Figura 1-B) e sacarose (Figura

2-B), respectivamente. Como tais declinios ocorrem em
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valores de concentragdo mais elevados dos solutos, ¢
possivel que eles sejam resultantes de precipitagdo dos
croméforos.

Os valores determinados para os coeficientes de
extingdo molar do N-Ac-Trp-EE e do N-Ac-Tyr-EE sdo
concordantes com valores reportados na literatura. Os
coeficientes de exting@o molar do N-Ac-Trp-EE e do N-
Ac-Tyr-EE em 280 nm séo da ordem de 5500 (mol.L.")y
Lem™ e 1500 (mol.L-')".cm™, respectivamente (BRAY
CARRIERE; CLARKE, 1994; BRITO et al., 2003;
EDELHOCH, 1967; MACH; MIDDAUGH; LEWIS,
1992; PACE et al., 1995).

A

8000
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A pequena dispersdo observada nos valores
calculados do €, ; de N-Ac-Trp-EE e N-Ac-Tyr-EE em
amplas faixas de concentracdo dos osmolitos indica que
os osmolitos glicerol, sacarose, sarcosina e sorbitol ndo
afetam os valores da extingdo molar dos grupamentos
cromo6foros também presentes nas estruturas das
proteinas. Estes resultados sdo bastante significativos e
indicam que a espectrofotometria no ultravioleta pode ser
usada para avaliar possiveis efeitos dos osmdlitos sobre
a conformagdo de proteinas, em concordancia com relatos
ja presentes na literatura (VILLANUEVA;
HERSKOVITS, 1971).
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Figura 1. Efeito de concentragdes crescentes de glicerol sobre o coeficiente de extingdo molar de N-Acetil-D,L-
Triptofano Etil Ester (A) e de N-Acetil-D,L-Tirosina Etil Ester (B) em 281,5 nm.
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Figura 2. Efeito de concentragdes crescentes de sacarose sobre o coeficiente de extingdo molar de N-Acetil-D,L-
Triptofano Etil Ester (A) e de N-Acetil-D,L-Tirosina Etil Ester (B) em 281,5 nm.
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Figura 3. Efeito de concentracdes crescentes de sarcosina sobre o coeficiente de extingdo molar de N-Acetil-D,L-
Triptofano Etil Ester (A) e de N-Acetil-D,L-Tirosina Etil Ester (B) em 281,5 nm.
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CONCLUSOES

O coeficiente de extingdo molar do N-Ac-Trp-
EE néo foi perturbado por aumentos na concentragéo de
até 3,0 mol.L" de glicerol, 1,25 mol.L."! de sacarose, 0,6
mol.L! de sarcosina, e 2,2 mol.L! de sorbitol.

O coeficiente de extingdo molar do N-Ac-Tyr-
EE néo foi perturbado por aumentos na concentragéo de
até 3,5 mol.LL"! de glicerol, 0,7 mol.L"! de sacarose, e 1,1
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mol.L! de sarcosina.

ABSTRACT: Properties of osmolytes are becoming increasingly used in molecular biology and biotechnology,
especially to maintain biological activities of purified preparations of proteins. They represent an important stabilizing
condition not only for proteins and nucleic acids, but also for cells, tissues, and organs. Glicerol, sucrose, sarcosine, and
sorbitol are small organic solutes from different classes of osmolytes. The present work studies the effect of increasing
concentrations of such osmolytes on the molar extinction of UV light at 281.5 nm by N-Acetyl-D,L-Tryptophane Ethyl
Ester (N-Ac-Trp-EE) and N-Acetyl-D,L-Tyrosine Ethyl Ester (N-Ac-Tyr-EE), in order to evaluate the physical
response of tryptophanyl and tyrosinyl groups of proteins to the same solvent conditions. The molar extinction coefficients
(¢) were determined according to the Lambert-Beer equation, 4 =¢. ¢. /, from the absorbance values (4) of each
chromophore at 281,5 nm, by using concentrations (c¢) of 0.001 and 0.005 mol.L for N-Ac-Trp-EE and N-Ac-Tyr-
EE, respectively, in a quartz measuring cell with 1 cm (/) of optical path. Molar extinction of UV light at 281, 5 nm by
N-Ac-Trp-EE and N-Ac-Tyr-EE were not significantly disturbed by the increase in the molar concentration of glicerol
(from 0 to 4 mol.L™"), sucrose (from 0 to 1.5 mol.L"), sarcosine (from 0 to 1 mol.L"), and sorbitol (from 0 to 2 mol.L'").

UNITERMS: Osmolytes, N-Acetyl-D,L-Tryptophane Ethyl Ester, N-Acetyl-D,L-Tyrosine Ethyl Ester, Molar
extinction.
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