UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
- DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
UFF-“I"H'.' PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
BIOTECNOLOGIA

IMOBILIZACAO E ESTABILIZACAO DE
D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE
N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA

ALINE APARECIDA BECARO

SAO CARLOS - SP - BRASIL
SETEMBRO DE 2008



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

IMOBILIZACAO E ESTABILIZACAO DE
D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE
N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA

ALINE APARECIDA BECARO

Dissertagdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pos-Graduagdo em Biotecnologia
da Universidade Federal de Sdo Carlos como
parte dos requisitos necessarios a obten¢do do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientadoras: Profa. Dra. Raquel de Lima Camargo Giordano-DEQ
Profa. Dra. Quezia Bezerra Cass-DQ

SAO CARLOS - SP - BRASIL
SETEMBRO DE 2008



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria da UFSCar

Becaro, Aline Aparecida.
B388ie Imobilizacdo e estabilizagdo de D-Hidantoinase para a
producéo de N-Carbamoil-D-Fenilglicina / Aline Aparecida
Becaro. -- S&o Carlos : UFSCar, 2009.
103 f.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal de S&o
Carlos, 2008.

1. Biotecnologia. 2. Imobilizagdo multipontual. 3. Enzimas.
. Titulo.

CDD: 660.6 (207




ALINE APARECIDA BECARO

Disserta¢do de Mestrado submetida
a Coordenacdio do Programa de
P6s-Graduagdo em, Biotecnologia,
da Universidade Federal de Sao
Carlos. como requisito parcial para
a obteng¢do do titulo de Mestre em
Biotecnologia

Aprovado em: 29/09/2008

BANCA EXAMINADORA

- ]
' Tl

. ‘ . .'( :‘ ‘ < I, I .'. ; ..}_ ; 5 I-, . ‘
N0 B XAMA | ANGACA) NAN ‘\Wm,{y-/
Profa. Dra. Raquel de Lima Carfargo Giordanq ( Orientadora) -
-~ _ Universidade Federal de Sao Carlos — DEQ/UFS ar e

e

4w/~fw .

Profa. Dra. Quézia ezerrh Cass (Orientadora)
Universidade Federal fle Sao Carlos - DQ/UFSCar

~

- '.‘I. . r.('//;'{l‘
{ ."’JJ 7, /s ¢
e SO e : : ,_.f"" _f'; M/ PR AR
e Tl AR BAE ; e

P

Prof. Dr. Paulo Waldir Tardioli -
Universidade Federal de Sdo Carlos — DEQ/UFSCar

247

Profa. Dra” Carm ucierCardoso
DeptS. Quimica — FFCLRP — USP




IMOBILIZACAO/ESTABILIZACAO DE D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA

Dedico esse trabalho a Deus, aos
meus pais Paulo e Zildinha, a meu
irmdo Gustavo, ao meu namorado

Dirceu e aos meus amigos.



IMOBILIZACAO/ESTABILIZACAO DE D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA ii

“«“

a pessoas que desejam saber so por
saber, e isso é curiosidade; outras, para
alcangcarem fama, e isso ¢ vaidade,; outras
para enriquecerem com a sua ciéncia, e isso
€ negocio torpe; outras, para serem
edificadas, e isso é prudéncia; outras para

edificarem os outros, e isso é amor.”

Sao Tomas de Aquino



IMOBILIZACAO/ESTABILIZACAO DE D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA iii

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, primeiramente, pela vida, saude, perseveranca, fé, paciéncia e

determinagdo para execucgao deste trabalho.

Aos meus pais Paulo e Zildinha e a0 meu irmdo Gustavo, por seu amor, carinho,

suas palavras de incentivo e compreensao pelas minhas auséncias e faltas.

A toda a minha familia, avos, tios, primos e primas que me apoiaram nessa

caminhada.

Ao Dirceu por sempre me apoiar, estar ao meu lado e compreender os meus

sentimentos nos momentos mais dificeis.

As Professoras Raquel de Lima Camargo Giordano e Quézia Bezerra Cass que tanto
contribuiram para meu crescimento humano e profissional durante a orientagao desta tese,

pela paciéncia e toda dedicacao.

Aos Professores Octavio Augusto Ceva Antunes da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ) e a Dulce Helena Ferreira de Souza da Universidade Federal de Sao Carlos

(UFSCar), pela colaboracdo no desenvolvimento desse trabalho.

Agradecimento especial ao amigo Wellington que durante todo o meu trabalho teve

paciéncia, carinho, dedicacdo para ensinar, incentivar e consolar.

Agradecimento especial também a Fabiana pela amizade, companheirismo,

paciéncia em ensinar e por todo tempo dedicado para o desenvolvimento deste trabalho.

A Kénia pela paciéncia, amizade, incentivo e acompanhamento nos experimentos

importantes para a conclusao deste trabalho.

Agradeco também aos amigos: Adriano, Dasciana e Adilson por seu carinho,
compreensdo, por passarem um “pouquinho” dos seus conhecimentos e estarem sempre

que possivel dispostos a ajudar nas tarefas diarias e as vezes impossiveis.

Aos “amigos irmaos” André, Adans, Luana, Lucas (Lucdo), Thiaguinho, Marcelo,
Mauro, Michele, Guilherme, Rafael (Xila), Renan, que sempre estavam ali do lado nas
horas em que mais precisei de um ombro amigo, por se preocuparem, pelas risadas, pelas
broncas, pelas noites no laboratorio, pelas lagrimas consoladas e também pelos momentos

de descontragao.



IMOBILIZACAO/ESTABILIZACAO DE D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA v

As amigas Bruna, Carolina e Ivana, pelo apoio, pelas risadas, pela amizade,

companherismo e dedicagao.

As amigas Liliam e Gleice que apesar do pouco tempo juntas deixaram o carinho, o

incentivo e o mais importante a amizade.

A todos os amigos distantes Paulinho, Miguel, Thiago Martins, Adriana Cornelian,
Carla Barroso, Cristiane Brito, Tiago Meloni, Lucas, Daniela Hikawa, Aline Mirelle, que
mesmo pela distancia a perfeicdo da amizade nunca se abalou e as palavras amigas sempre

tiveram aquele significado especial.

Aos amigos de laboratério Anny, Danielle, Andréa, Ana Maria, Alice, Geisa, James,
Juliana Teodoro, Marcelo, Monica, Sandra, Vanessa, Juliana Teodoro, William, pelos

momentos de trocas de idéia, descontracao, incentivo e amizade.
Aos técnicos Amadeus, Edilson, Francisco (Espanhol) e Tiago.

A FAPESP pelo apoio financeiro de fundamental importancia para realizacdo deste

trabalho.

Todos mereciam um agradecimento especial. Sinto-me na obriga¢ao de agradecer a
cada um, pois cada pessoa que passou nesse momento da minha vida, foi Unica. Deixou
um pouco de si e levou um pouco de mim. H4 os que levaram muito, mas ndo ha os que
ndo deixaram nada. Esta ¢ a maior responsabilidade de nossa vida e a prova evidente de
que duas almas ndo se encontram por acaso. E foi durante essa jornada que aprendi que o
mais estranho na vida é que choramos por tudo, pelo o que passamos pelo o que estamos
passando e pelo o que ainda vamos passar, sabemos que coisas na vida sdo inexplicaveis.
A amizade ¢ um 6timo exemplo disso, todos sabemos que vamos ter muitos amigos,
perder muitos e brigar com outros, mas sempre vai existir aquele algo especial. Amizades
verdadeiras nunca se acabam, mas os amigos sempre se vio! E como disse um grande

sabio:“A amizade ¢ uma alma em dois corpos” (Aristoteles).

Considero-me uma pessoa de muita sorte, pois sdo muitos que tenho que agradecer.
A todas as demais pessoas que de alguma forma me ajudaram, rezando, orando e torcendo
por essa vitoria. Todos estdo em meu coracdo de uma maneira muito especial, MUITO

OBRIGADA.



IMOBILIZACAO/ESTABILIZACAO DE D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA \%

RESUMO: A imobilizagdo ¢ estabilizagio de enzimas aumentam muito o potencial

de uso industrial desses catalisadores. D-hidantoinases (dihidropirimidina amidrohidrolase
EC 3.5.2.2) sdo enzimas que catalisam a hidroélise de hidantoinas, com abertura do anel,
para o correspondente N-carbamoil-D-aminoacido e sdo usadas na producdo de D-
aminodcidos, incluindo D-fenilglicina e D-p-hidroxifenilglicina. Este trabalho relata os
estudos desenvolvidos para a imobilizacdo e estabilizagdo de p-hidantoinase de Vigna
angularis (3.5.2.2.). Foram abordadas diferentes estratégias de imobilizacdo multipontual
em suportes organicos como quitosana e agarose. Diferentes protocolos de imobilizagdo
foram empregados, sendo adicdo de ions durante a redu¢do com NaBH, importante para
prote¢do do centro catalitico da enzima. Os derivados ativos e estabilizados foram
empregados na reagdao de hidrolise da fenilhidantoina. O estudo de temperatura e pH de
maxima atividade da enzima foi 60°C e pH 10,0. As subunidades da enzima apresentam
peso molecular, com valor proximo a 50kDa. A enzima imobilizada em glioxil-agarose na
presenca dos fons Zn”" durante a etapa de redugdo, com tempo de imobilizagdo de 24 h foi
o derivado mais estavel sendo 89 vezes mais estavel que a enzima solivel. A andlise de
aminoacidos mostrou que aproximadamente 50% dos residuos de lisina presentes na
enzima foram covalentemente ligados no derivado de glioxil-agarose. A enzima
imobilizada em quitosana-alginato-epoxilado foi 20 vezes mais estavel que a enzima
soluvel. Todos os procedimentos de imobilizagao testados levaram a 100% de rendimento
de imobilizagdo. Enzima soltvel e os melhores derivados obtidos por imobilizacdo em
glioxil e quitosana foram usados na catalise da hidrélise de fenilhidantoina, produzindo

99% de N-Carbamoil-D-fenilglicina nos tempos de 3, 9 e 15 h, respectivamente.

Palavras-chave: Imobilizagdo multipontual, D-Hidantoinase, glioxil-agarose, epoxi-

quitosana-alginato,N-Carbamoil-D-fenilglicina.
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ABSTRACT: Immobilization and stabilization of enzymes increases their potential

for use in industrial scale. D-hydantoinases (dihidropirimidina amidrohidrolase EC
3.5.2.2) catalyze the hydrolysis of D-hydantoins, generating the corresponding N-
carbamoil-D-amino acid and are used in the production of D-amino acids, including D-
phenylglycine and D-p-hydroxyphenylglycine.This work reports studies for
immobilization and stabilization of D-hydantoinase from Vigna angularis (E.C. 3.5.2.2.).
Different strategies of multipoint covalent attachment in organic supports as chitosan and
agarose were used. Different protocols of immobilization were employed, being the
adittion of ions during the reduction step with the NaBH4 important to protect enzyme
catalytic site. The active and stabilized derivatives were used to catalyze the hydrolysis of
D-phenylhydantoin. The temperature and pH enzyme profiles showed maximum enzyme
activity at 60°C and pH 10,0. The subunits of the enzyme present molecular mass aroundt
50kDa. The enzyme immobilized in glyoxyl-agarose in the presence of Zn*" ions during
the reduction step, with immobilization time of 24h, was the best derivative, being 89-fold
more stable than the soluble enzyme. The analysis of amino acids showed that a 50% of
lysines residue present in the enzymes was covalently linked in glyoxyl-agarose. The
enzyme immobilized in epoxy-chitosan-alginate was 20-fold more stable than the soluble
enzyme. All the tested immobilization protocols led to 100% of immobilization yield.
Soluble enzyme and the best glyoxyl and chitosan enzyme derivatives were used to
catalyze the hydrolysis of D- phenylhydantoin , and led to the production of 99% of N-
Carbamoil-D-Phenylglycine after 3, 9 and 15h of reaction respectively.

Keywords: multipoint immobilization, D-hydantoinase, glyoxyl-agarose, epoxy-chitosan-
alginate, N-carbamoyl-D-phenylglycine
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1 INTRODUCAO

Antibioticos B-lactdmicos semi-sintéticos estdo entre os farmacos de maior uso em
escala mundial (GIORDANO et al, 2006). Esses antibioticos apresentam em sua estrutura
molecular um anel B-lactdmico, responsavel por sua atividade antimicrobiana. Dentre os
antibioticos de maior destaque, podem ser citadas as penicilinas e cefalosporinas
(amoxicilina, ampicilina, cefalexina, cefadroxil, cefazolina, dentre muitos outros) que nao
tem seu principio ativo produzido atualmente no Brasil (HAKIMELAHI et al, 2002).

Os processos industriais de fabricagdo desses fairmacos, estabelecidos a partir de
1960, empregam rotas quimicas. A producdo mundial desses antibioticos se deslocou, a
partir de 1980, dos EUA e Europa ocidental para paises como India, China, México,
Venezuela, nao s6 devido a redugao dos custos da mao-de-obra, mas também devido ao
alto grau de insalubridade de reagentes e solventes empregados e o impacto ambiental dos
residuos produzidos por esses processos. Com efeito, a principal rota atual para produgao,
por exemplo, de ampicilina e amoxicilina, ¢ a do “sal de Dane” (DANE e DOCKNER,
1964), que utiliza diclorometano como solvente, além de piridina, dietilamina,
trietilamina, acetona, acido pivalico etc (GROSSMAN e HARDCASTLE, 1976).

A partir de 1990, intensas pesquisas académica e industrial vém sendo dirigidas
para a busca de rotas alternativas da producao de enantiomeros puros por rota quimica pela
via enzimatica (MAY et al, 2000). Estes biocatalisadores por atuarem em condig¢des
fisiologicas e em meio aquoso sdo atraentes para aplicagdes em processos industriais, pois
possibilita uso de pequeno volume de enzima no reator em relagdo ao volume total a
processar, com conseqiiente reducdo de custos fixos e varidveis em relacdo aos
catalisadores quimicos tradicionais. Além disso, a alta seletividade das enzimas permite
catalisar especificamente uma unica transformagdo sobre complexos que contenham varios
grupos funcionais com reatividade similar, tornando-as uteis em processos complexos de
quimica fina tais como: oxidagdes, condensacdes e hidrolises seletivas. Finalmente, a
elevada especificidade frente ao substrato faz com que as enzimas possam modificar
somente um sé tipo de substrato dentro de uma mistura complexa de compostos similares
e, inclusive, sdo capazes de diferenciar entre os estereoisomeros de um composto quiral
(FOSTER et al, 2003; KRAJEWSKA, 2004).

Apesar das excelentes perspectivas que apresentam as enzimas como catalisadores,
sua aplicagdo industrial ndo ¢ tdo grande, devido a sua baixa estabilidade nas condi¢des

usualmente empregadas. Além disso, por serem potentes catalisadores, podem estar
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presentes, na forma solivel, em pequena quantidade no meio, o que torna inviavel
economicamente sua recuperagdo e reutilizagdo. A imobilizacdo e estabilizacdo das
enzimas (engenharia da enzima) ¢ uma etapa importante, pois permite superar as
desvantagens da perda da enzima em meio aquoso e da instabilidade operacional no uso
industrial das enzimas, tornando-as catalisadores ideais para a produgdo e transformagao
de compostos bioativos, seja na industria alimenticia, de quimica fina ou farmacéutica.

Como exemplo de enzimas utilizadas em escala industrial, pode-se citar a
penicilina G acilase (PGA) aplicada na sintese de ampicilina. Nessa sintese, a enzima
penicilina G acilase catalisa a condensacio do nucleo f-lactdmico, &cido 6-
aminopenicilanico (6-APA), com o éster metilico de fenilglicina, empregado como cadeia
lateral, sintetizado quimicamente. A substituicdo da rota quimica pela rota enzimatica
passa assim pela sintese enzimatica da cadeia lateral, o que pode ser parcialmente obtido
com o uso da enzima D-hidantoinase (CARDIAS, 2000).

As D-hidantoinases (dihidropirimidina amidrohidrolase EC 3.5.2.2) sdo enzimas
que catalisam a hidrélise de hidantoinas, com abertura do anel, para o correspondente N-
carbamoil-D-aminoacido. Esse pode ser convertido em D-aminoacido por diazotagdo ou
por um segundo estagio de hidrolise enzimatica usando N-carbamoil-aminoacido
amidohidrolase. Em biotecnologia industrial, essas enzimas sdo largamente usadas na
producdo de D-aminoacidos, incluindo D-fenilglicina e D-p-hidroxifenilglicina. Na sintese
quimica dos D-aminoacidos sdo produzidos os enantidmeros da fenilglicina e o uso da
enzima D-hidantoinase permiti evitar a etapa de resolucdo racémica dos enantidmeros
devido a sua capacidade enantioseletiva, gerando apenas o enantidmero D (LEE e FAN,
1999). Portanto a sintese desses aminoacidos ¢ muito importante por estes serem
precursores na sintese de antibidticos semi-sintéticos, hormonios peptidicos, piretroides e
inibidores enzimaticos (SYLDATK, 1999; ARCURI et al, 2000; ALTENBUCHNER et al,
2001; OGAWA e SHIMIZU, 2002).

A pequena contribuicdo de processos enzimaticos em escala industrial ¢ o
resultado da auséncia de estudos integrais que solucionem problemas existentes quando se
propoe utilizar rotas enzimdticas. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo a
obtencdo de derivados ativos ¢ estabilizados termicamente de D-hidantoinase,
imobilizados multipontualmente nos suportes organicos quitosana e agarose, € seu uso em
reacdes de sintese de N-carbamoil-D-fenilglicina, um intermediario da D-fenilglicina,
empregado como cadeia lateral na sintese de antibioticos B-lactamicos. Os suportes foram

ativados por diferentes protocolos, empregando-se glicidol, epicloridrina e glutaraldeido.
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A imobilizagdo da D-hidantoinase foi conduzida na presenga de acido hidantdico e
verificada a adicdo do acido sobre as propriedades cataliticas dos derivados. Neste estudo
também foi avaliado o efeito da adi¢ao de ions metélicos bivalentes na etapa de reducdo
dos derivados com NaBH4. Os derivados com maiores atividades hidroliticas e
termoestaveis foram empregados na hidrolise da D-L-fenilhidantoina para a sintese do

precursor da D-fenilglicina.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Antibiéticos p-Lactamicos
Os antibioticos sdo produtos do metabolismo secundario de alguns

microorganismos que inibem o processo de crescimento de outros organismos.
Antibidticos [-lactdmicos sdo a classe de farmacos mais utilizada mesmo em
concentracdes muito pequenas agem como agentes quimioterapicos, por serem
metabolitos fortemente ativos e desde o descobrimento da penicilina, ¢ a familia de
antibacterianos mais importante (HAKIMELAHI et al, 2002; GIORDANO et al, 2006).

Os B-lactamicos constituem um grupo de substancias caracterizadas pela presenca
de um grupo denominado anel B-lactdmico. Este anel ¢ essencial para atividade
antimicrobiana e a cadeia lateral determina o espectro de atividade e as propriedades
farmacocinéticas do composto. A composi¢ao de todas as penicilinas apresenta um nicleo

comum, de acordo com a férmula representada na Figura 2.1.

0 H
I H g
R—C—NH
CH;
O// N CH,
H cooH

Figura 2.1. Estrutura geral das penicilinas

A penicilina ¢ produzida industrialmente por fermentacdo aerobia, utilizando-se o
fungo Penicillium chrysogenum, em reatores agitados, com aeragdo, operados de forma
semi-descontinua, isto €, alimentacdo continua de varias substancias a uma fermentacao
descontinua (MENEZES et al, 2000).

Nas ultimas décadas, melhorias nos organismos produtores de penicilinas, como
Penicillium chrysogenum e Acremonium chrysogenum, aumentaram a produtividade e
reduziram os custos, em uma porcentagem bem significativa (ELANDER, 2003). A
penicilina obtida unicamente por fermentagdo ndo apresenta a mesma eficiéncia e
propriedades farmacocinéticas quando comparada as penicilinas semi-sintéticas que
possuem melhor estabilidade e adsor¢do para uso oral (CARDIAS, 2000).

A sintese de penicilinas semi-sintéticas ndo ¢ realizada industrialmente pela via
enzimatica, mas pela via quimica (CARDIAS, 2000). O processo convencional usa uma
complexa série de reagdes quimicas que requer a protecdo de grupos reativos que podem
reagir durante a etapa de acilacdo do ntcleo (apresentam riscos de racemizagdo e reagdes

laterais) Para impedir essa reacdo sdo usados solventes toxicos, nocivos ao meio ambiente



IMOBILIZACAO/ESTABILIZACAO DE D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA 5

(acilclorados) e baixas temperaturas (-40°C) conforme representado na Figura 2.2 (CAO et

al, 2001; FERREIRA et al, 2004).

HIDROLISE ENZIMATICA DE
PGA PENICILINA G

{ PURIFICACAO DE 6-APA
MHg
+ |f
OH
Fenilglicina

SINTESE QUIMICA AMPICILINA
HHz * A0 * Meio taxico
=0 * Protegdo/Desprot * Ativagio COOH

HH

poi

Ampicilina

+ Subprodutos

PURIFICACAQ DO PRODUTO

Ampicilina Pura

Figura 2.2. Modelo esquematico da sintese quimica de antibiodticos B-lactdmicos

semi-sintéticas (CARDIAS, 2000).
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Como exemplo de acilclorados tem o cloreto de metileno e dimetilalanina
(OPSINA et al, 1996). Estes solventes sdo indesejaveis como impurezas ou residuos na
producao de antibidticos (FERREIRA et al, 2004).

A sintese enzimatica de antibioticos B-lactamicos apresenta vantagens operacionais
em relacdo ao método quimico convencional, pois ocorre em condi¢cdes suaves de
temperatura, pressdo ¢ pH, além de ndo requerer prote¢do dos grupos reativos devido a
especificidade enzimatica pelo substrato (BRUGGINK et al, 1998; CARDIAS, 2000). O
acoplamento do nucleo a diferentes cadeias laterais, utilizando enzimas como catalisador,
permitiria a solucdo dos inconvenientes expostos acima, porém a producdo enzimatica ¢
inferior a producdo quimica (FERREIRA et al, 2004).

Distintos antibioticos P-lactamicos semi-sintéticos sdo produzidos pela industria
farmacéutica. Esses compostos tais como a ampicilina e amoxicilina sdo preparados pela
acilacdo do acido 6-aminopenicilanico (6-APA) derivado da penicilina G ou penicilina V,
como demonstrados na Figura 2.2 (CARDIAS, 2000). As cefalosporinas correspondem a
65% da producao total de antibioticos (ELANDER, 2003).

Hidantoinas racémicas sdo as principais fontes de D-L-aminoacidos intermedidrios
para a sintese de antibioticos p-lactamicos, pesticidas, farmacos e peptideos
biologicamente ativos (MARTINEZ-RODRIGUES et al, 2004). A preparagdo destes
aminoacidos tem sido foco de inumeros estudos tanto quimicos quanto biologicos,
oferecendo alternativas para a industria farmacéutica. Um dos aminoédcidos de interesse
para a industria de penicilinas semi-sintéticas ¢ a D-Fenilglicina (LOUWRIER e
KNOWLES, 1997).

Normalmente, a sintese de fenilglicina € realizada por rota quimica. Machado et al
(2005) descreveram o processo de produgdo de D,L-fenilglicina. O aminoécido ¢
sintetizado a partir de benzaldeido que origina o derivado D,L-N-acetil-fenilglicina. A
Figura 2.3 apresenta sua sintese. Este aminoacido tem importancia na sintese de
antibioticos P-lactamicos. A demanda desse aminoacido, junto com o D-p-
hidroxifenilglicina, aumentou devido a intensa utilizacdo na producdo de farmacos

(GOKHALE et al, 1996).
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NH, NHAc
CHO 1)KCN/NH,4C1 Ac,O
> COOH > COOH
2)HCI AcONa
Benzaldeido D-L-Fenilglicina DL-N-Acetil-fenilglicina

Figura 2.3. Sintese de D,L-fenilglicina (MACHADO et al, 2005).

Ap0s a sintese quimica da DL-N-acetil-fenilglicina, a enzima acilase I de rim suino
foi empregada na hidrolise enantiomérica para a sintese de D-N-acetil-fenilglicina. A
resolucdo de DL-N-acetil-fenilglicina foi realizada a 40°C por 30 min, com conversao de
50%. A L-fenilglicina produzida foi isolada do meio reacional empregando uma coluna de
resina de troca cationica. A fracdo de D-N-acetil-fenilglicina foi submetida a hidrolise
acida empregando HBr como catalisador e o substrato foi convertido em D-fenilglicina,

com rendimento de 26%, como mostrado na Figura 2.4.

NHz Ac NH; NH Ac
Acilase 1 :
COOH Q/\CDOH . COOH
DL-N-Acetil-fenilglicina L-Fenilglicina D-N-Acetil-fenilglicina
MNHAC
NH;
HBr
COOH @ — CO0OH

D-N-Acetil-fenilglicina D-Fenilglicina

Figura 2.4. Sintese de D-fenilglicina a partir de D,L-N-acetil-fenilglicina (MACHADO
et al, 2005).

2.2 Enzimas como Biocatalizadores

Na industria para a obtengdo de produtos e intermedidrios de interesse comercial,
sao empregados catalisadores quimicos que sao pouco versateis, exigem altas temperaturas
para que a reacdo atinja razoavel velocidade de reacdo e possuem baixa especificidade
ofercendo produtos de composicdo quimica mista que requerem uma etapa posterior de
purificagdo (KRAJEWSKA, 2004). A vantagem no uso de enzimas como catalisadores

nestas reagdes, reduziria o custo final do processo devido ao consumo menor de energia,
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reducdo na formagdo de subprodutos indesejaveis, por terem uma elevada especificidade
que resulta em um maior rendimento do processo, obtengdo de produtos biodegradaveis e
redu¢do da quantidade de residuos.

Nesse contexto, o enfoque biotecnologico, vem se apresentando como uma opgao
interessante para sua exploragdo em diversos tipos de reagdes. As enzimas utilizadas nos
setores industriais sdo na sua grande maioria produzidas por microrganismos. A tecnologia
enzimatica apareceu como area de investigacdo durante a década de 1960, com a
imobilizagdo de enzimas para utilizagdo em processos quimicos (KRAJEWSKA, 2004).
Desde entdo, os processos enzimaticos tem sido aplicados em diversos setores, incluindo
construcao de biossensores, terapia enzimatica, sintese enzimatica de compostos bioativos,
obtengdo de novos biopolimeros, processos em industrias tradicionais como curtumes,
papel e celulose, téxtil, cosméticos e dentre outras aplicagdes.

De acordo com a reportagem da Business Communications Company, Inc. o
mercado global de enzimas de interesse industrial foi em U$ 2 bilhdes de dolares em 2004
(RAJAN, 2004). O crescimento no mercado de enzimas ¢ de aproximadamente 3 a 4% ao
ano, acompanhada pela redugdo de prego, devido ao grande nimero de empresas que
atualmente comercializam enzimas com precos competitivos. A estimativa do mercado de
enzimas para 2009 foi avaliada em U$ 2,4 bilhdes de dolares (RAJAN, 2004).

Este mercado se divide em trés segmentos de aplicacdo: enzimas técnicas, enzimas
utilizadas por industrias de alimentos e para alimentagdo animal. Enzimas técnicas sdo
utilizadas na formulacdo de detergentes, produgdo de papel e celulose, manufatura de
couros ¢ producdo de farmacos, aproximadamente 50% do total de enzimas
comercializadas encontra-se neste mercado. A Tabela 2.1. apresenta os principais

consumidores de enzimas e o valor agregado gasto anualmente por estes setores

Tabela 2.1. Mercado mundial de enzimas e aplicacdo (milhdes de dolares).

Aplicacao 2002 2003 2004 2009 Crescimento anual (%)
Técnica 978,2 1009,2 1040,0 12220 33
Alimentos 701,0 720,0 740,0 863,0 3,1
Racao animal 210,8 215,6 220,0 267,0 3,9
Total 1890,0 1945,0 2000,0 2352,0 33

Fonte: RAJAN (2004).
As proteases sdo as enzimas mais utilizadas no setor industrial (40%) seguindo as
carboidrases e as lipases (SHARMA et al, 2001). O mercado consumidor que mais cresce

¢ aquele destinado a alimentacdo de animais, em torno de 4% ao ano, parte dessas sao
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utilizadas na producgdo de xarope de agucar invertido e outra parcela para a produgdo de

compostos aromatizantes (HASAN et al, 2006).

2.3 D-Hidantoinase

Hidantoinases pertencem a familia das ureases. Requerem dois ions metéalicos para
exibirem atividade catalitica e todos os aminoacidos ligantes nos metais sdo conservados
(KISHAN et al, 2005). Até agora quatro estruturas de D-hidantoinases foram reportadas
por diferentes fontes, como sendo um tetrdimero (ABENDROTH et al, 2002; CHEON et
al, 2002; XU et al, 2003) e segundo CHUNG et al (2001) ao estudarem a hidantoinase de
Methanococcus jannaschii determinou-se que esta ¢ uma proteina homotetramérica.

A D-hidantoinase especifica converte D-L-5 hidantoina monosubstituida racémica
para o D-N-Carbamoil aminoacido (LEE e FAN, 1999), como esquematizado na Figura

2.5.

/O 0 O
HN /< racemizacgdo //< D-Hidantoinase )\NHZ
R™ A R" \\\< R” >COOH

O

L-Hidantoina D-Hidantoina D-N-Carbamoil aminoacido

D,L-5-Fenilhidantoina (PH)

HO
\© p-hidroxi —Fenilhidantoina (pHPH)

Figura 2.5. Diagrama da hidrélise de D-hidantoina por D-hidantoinase e sintese do
carbamoil (FAN e LEE, 1999).

E uma das enzimas mais usadas no processo de produ¢io de D-aminoéacidos
(CHEON et al, 2000). O N-carbamoil-D-aminoacido pode ser convertido para o D-
aminoacido por diazotacdo ou por uma segunda enzima, a N-carbamoil amidohidrolase
(ARCURI et al, 2002; ARCURI et al, 2004; JIA et al, 2006). A utilizagdo de D-
hidantoinase permitiria também evitar a etapa de resolucdo racémica dos enantidmeros da
fenilglicina produzidos pela sintese quimica, pois a enzima € enantioseletiva, gerando o

enantiomero D puro ou enriquecido, conforme a Figura 2.6.
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O
R, K/< -
h,, racemizac¢io R
NH \%
NH NH
NH
D-Hidantoina L-Hidantoina
O
0]
D-Hidantoinase
O . ~
Diazotagao +
OH HNO, 0 o
NH Antibidticos
R 2 __ . OH Peptideos
NH‘< Ru.. Hormonios
Pesticidas
D-Carbamoil O NH2

D-Aminoacido

Figura 2.6. Sintese de D-carbamoil a partir de D-hidantoinase

A transformag¢ao microbiana de D,L-5 hidantoina monosubstituida ¢ aplicada em
escala industrial na produg¢do de aminoacidos opticamente ativos. Hidantoinase e N-
carbamoil amino hidrolase sdo enzimas responsdveis por esta transformagdo e as
principais fontes de obtencdo destas enzimas sdo Agrobacterium tumefaciens (DURHAM
e WEBER, 1995), Pseudomonas sp. (SUDGE et al, 1998), Agrobacterium radiobacter
(CHAO et al, 2000), e plantas (FAN e LEE, 2001).

D-Hidantoinase de Vigna angularis foi a primeira enzima dita como um bom
catalisador na sintese de D-aminoacidos por Morin (1993). A D-hidantoinase de Bacillus
sp. AR9, na forma nativa ¢ um tetramero com massa molecular de 210 kDa (KISHAN et
al, 2005). Fan e Lee (2001) extrairam hidantoinase de Aduzi bean ¢ a massa molecular de
uma subunidade da enzima purificada foi determinada em 52,5 kDa. Sieman et al (1999)
extrairam a D-hidantoinase especifica de Arthrobacter crystallopoites DSM 20117 e esta
era um tetramero de 257 kDa, com todas suas subunidades idénticas.

Esta enzima foi imobilizada em diferentes suportes, tais como, Eupergit C,
Eupergit C 250, EAH Sepharose (RAGNITZS et al, 2001) e resinas de troca ionica de
poliestireno (JIA et al, 2006). Aranaz et al (2003), co-imobilizaram D-hidantoinase de
Agrobacterium radiobacter em quitina. Chern e Chao (2005) produziram uma proteina
hibrida de D-hidantoinase, expressa em E-coli, € a imobilizaram por adsor¢ao em pérolas

de quitina.
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2.4 Imobilizacao e Estabilizaciao de Enzimas

As enzimas por atuarem sob condigdes suaves, ter estrutura complexa e geralmente
fragil sob condicdes extremas de pH, temperatura e presenca de solventes organicos,
podem inativar-se, ou seja, perderam a sua capacidade de catalisar reacdes (TARDIOLI,
2003). Enzimas estabilizadas termicamente apresentam uma série de vantagens, pois a
altas temperaturas a conversao ¢ maior, a contaminag¢ao do meio pela agdo microbiana e a
viscosidade sdo menores ¢ a solubilidade de substratos ¢ maior.

Devido as vantagens que o uso de enzimas promove no mercado mundial, o uso
desses catalisadores estd em plena expansdo. As desvantagens na utilizagdo de enzimas em
sua forma livre s3o a sua impossibilidade de reutilizacdo, devido ao alto custo de
recuperacdo, € a contaminacdo do produto desejado. O termo “enzima imobilizada” foi
usado na primeira Conferéncia de Engenharia Enzimatica, realizada em Henniker, New
Hampshire, USA, em 1971 (CARDIAS, 1996).

A imobilizagdo de enzimas ¢ a técnica especificamente designada para restringir
fortemente a liberdade de movimentos do catalisador bioldgico, ou seja, a enzima fica
confinada em um suporte solido para posterior reutilizagdo, tornando o processo mais
barato.

Enzimas imobilizadas e estabilizadas sdo atualmente muito utilizadas como
biocatalisadores industriais (LOPEZ-GALLEGO et al, 2005) em reagdes de
biotransforma¢des. A Imobilizagdo e a estabilizagdo permitem melhorar o controle
operacional, ter maior flexibilidade no uso de diferentes configuragdes do reator, além de
possibilitarem a facil recuperacdo do produto e a reutilizagdo dos biocatalisadores
(MATEO et al, 2002). Guisan (1988) desenvolveu estratégias de imobilizagdo e
estabilizagdo de enzimas em suportes pré-existentes. A idéia de reuso significa que a
estabilidade final da enzima deve ser alta o suficiente para permiti-lo. A enzima, para isto,
precisa ja ser bastante estavel na forma livre e continuar ou tornar-se altamente estavel
durante o processo de imobilizagao (MATEO et al, 2007).

Algumas desvantagens associadas a imobilizacdo de enzimas podem ser
decorrentes de possiveis alteragdes da conformagao nativa da enzima, alto custo de alguns
suportes ¢ perda de atividade durante o processo de imobilizagdo. Muitas enzimas tém sido
imobilizadas e estabilizadas pelo uso de diferentes técnicas de imobilizagdo, tais como,
tripsina, enzima usada para a transformacdo de insulina suina em insulina humana

(BLANCO et al, 1989), penicilina G acilase de E. coli, usada na hidrdlise de penicilina G
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para a produgdo do 6-APA, importante na sintese de antibidticos (ALVARO et al, 1990),
dentre outras.

Enzimas podem ser imobilizadas de muitas maneiras. A selecdo do método de
imobilizacdo deve ser baseada em parametros como: atividade global do derivado
imobilizado, caracteristicas de regeneracdo e desativacdo, custo do processo de
imobilizacdo, toxicidade dos reagentes de imobilizagdo e propriedades finais desejadas
para a enzima imobilizada. A morfologia interna dos suportes ¢ a chave para uma
imobilizacdo bem sucedida, pois determina as possibilidades de multi-interagdes enzima-
suporte (MATEO et al, 2002).

As caracteristicas do suporte, grupos reativos e condi¢des de imobilizagdo sdo
cuidadosamente selecionados para envolver o maior niumero de grupos reativos na
imobilizacdo (MATEO et al, 2007). S6 a imobilizacdo de uma enzima ndo garante a
estabilizacdo da sua estrutura tridimensional. Diversos estudos buscam encontrar
estratégias de prote¢do da estrutura tridimensional, como por exemplo, a ligacdo covalente
multipontual, que pode promover um efeito significativo na estabilizacdo da molécula, por
conferir maior rigidez & estrutura nativa da enzima (BLANCO e QUISAN,1989;
PALOMO et al, 2003). As propriedades das enzimas imobilizadas sdo determinadas pelas
caracteristicas da enzima e do suporte utilizados. A interagao entre os dois resulta em um
biocatalisador com propriedades quimicas, bioquimicas, mecanicas e cinéticas particulares
ao sistema enzima-suporte empregado (GONCALVES, 2001).

Existem enzimas de interesse industrial que sdo proteinas multiméricas (enzimas
com mais de uma subunidade). Estas apresentam dificuldades adicionais para serem
estabilizadas, devido a complexidade de sua estrutura e as caracteristicas especificas do
seu mecanismo de desativagdo. A estabilizacdo desta classe de enzimas requer a aplicagdo
de novas estratégias dirigidas para evitar a dissociacdo das subunidades que formam a

proteina (CARDIAS, 2000).

2.5 Métodos de Imobilizacao

A ligagdo das enzimas a um suporte solido pode ser por adsor¢do, ligagdo quimica
ou encapsulacdo. As enzimas ligadas por ligagdo quimica podem ser posteriormente
subdivididas de acordo com o tipo de interacdo entre a enzima e o suporte ou entre as
proprias moléculas de enzimas. A imobilizagdo enzimatica pode ser dividida em

irreversiveis e reversiveis.



lMOBILIZACAO/ESTABILIZACAO DE D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA 13
2.5.1 Adsorcao Fisica

Adsorgao fisica ¢ um método mais simples e consiste na interacdo fisica ndo-
especifica da enzima com a superficie do suporte por agitacdo de uma solucao concentrada
de enzima. O suporte a ser utilizado passa por uma etapa de ativagao bastante simples para
um maior rendimento de imobilizacdo. A enzima ¢ estabilizada por interagdes fracas com
o suporte como forcas de Van der Waals, interagcdes hidrofobicas, pontes de hidrogénio e
ligagdes i6nicas (ARROYO, 1998).

As principais vantagens deste processo de imobilizagdo sdo a facilidade e a
simplicidade do processo, efeitos difusionais sdo despreziveis e a estrutura conformacional
da enzima sofre pouca ou nenhuma alteragdo. As grandes desvantagens sdo a adsorcao
ndo-especifica de outras proteinas e substincias como substrato e a dessor¢do da enzima
devido as variagdes de temperatura, pH, forca idnica e a presenca de substrato (ARROYO,

1998).

2.5.2 Encapsulacao

Este método de imobilizagdo consiste na retencdo fisica da enzima nas cavidades
internas de uma matriz solida porosa constituida geralmente por polimeros entrecruzados
(poliacrilamida, colageno, alginato entre outros) (ARROYO, 1998).

A enzima se encontra confinada preferencialmente no interior da matriz. Este
método de imobilizacdo requer baixa concentragdo de enzima para a obtencdo de
derivados com elevada atividade. Conseqiientemente, somente substratos de baixa massa
molecular podem ser empregados com este tipo de enzimas imobilizadas (DALLA-
VECCHIA et al., 2004).

As principais vantagens da encapsulagdo de enzimas referem-se a grande area
superficial para contato do substrato e da enzima e a possibilidade de imobilizagdo
simultanea de diferentes enzimas em uma Unica etapa. Como desvantagens, t€ém-se: a
restricdo de que os biocatalisadores somente podem ser aplicados com substratos de baixo
peso molecular; a possivel inativacdo da enzima e os possiveis efeitos de inibi¢do por

produtos ou substrato no interior da matriz porosa.

2.5.3 Ligacao Covalente

Imobilizac¢do de enzimas por ligagdo covalente ¢ o0 método mais interessante para a

industria (ARROYO, 1998). Este método de imobilizagdo baseia na ativacdo do suporte
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com grupos reativos que reagem com os grupos nucleofilicos da enzima. Esta técnica ndo
¢ simples como o método de adsor¢do fisica, mas apresenta a vantagem de evitar o
fendmeno de dessor¢ao. Dentre os 20 aminoacidos encontrados na estrutura protéica da
enzima, os mais reativos para a formagdo da ligacdo covalente com o suporte sdo lisina,
cisteina, tirosina e histidina (TAYLOR, 1991).

A principal vantagem deste método ¢ a grande forca de ligagdo, com conseqiiente
estabilidade do complexo enzima-suporte. Pode-se obter alta atividade apds imobilizacao
e, além disso, possiveis alteragdes da conformacao tridimensional da molécula de enzima
ligada ao suporte podem ser favoraveis (alteragdo do pH e da temperatura 6tima, por
exemplo), embora seja um método mais complexo que os anteriores e, normalmente, de
maior custo.

Para a imobilizag@o sdo usados os grupos aminos, presentes na enzima (MATEO et
al, 2005). Estes, quando desprotonados, sdo muito reativos atuando como 4tomos com
carga positiva localizados na superficie da enzima. Guisan (1988) apontou as razdes para
escolher os grupos aminos dos residuos de lisina da enzima e o grupo NH, terminal para a
imobilizacdo multipontual em suportes ativados. Primeiro, porque a maioria das enzimas
apresenta muitos residuos de lisina que geralmente ndo estdo envolvidos no centro
catalitico. Segundo, porque os grupos amino sdo polares e estdo geralmente expostos ao
meio na superficie da enzima.

Uma caracteristica deste sistema de imobilizacdo ¢ que a rea¢do enzima-suporte ¢
muito rapida e facilmente hidrolisavel. A ligacdo unipontual enzima-suporte ¢ reversivel,
mas a imobilizacdo torna-se irreversivel quando ocorre através de dois ou mais pontos de
ligagdo (GUISAN, 1988).

Ligagdes covalentes multipontuais podem aumentar a rigidez da estrutura
tridimensional da molécula de enzima, ou seja, a unido da enzima ao suporte por varios
pontos pode conferir alta rigidez a molécula como representado na Figura 2.7, e, por
conseguinte, aumentar a estabilidade da enzima imobilizada frente a diferentes agentes
inativantes, tais como, temperatura, pH, solventes organicos, entre outros (MATEO et al,

2007).
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Figura 2.7. Efeito da imobilizac¢do na estabilidade da enzima (MATEO et al, 2007).

Geralmente, a unido covalente multipontual ¢ suficiente para obter a estabilizacdo
de enzimas de estrutura simples. Existem, entretanto, muitos outros casos onde as enzimas
de interesse sdo proteinas multiméricas que apresentam dificuldades adicionais para serem
estabilizadas devido a complexidade de sua estrutura e as caracteristicas especificas de seu
mecanismo de desativacio (CARDIAS, 2000). A estabilizagdo deste tipo de enzimas
requer a aplicagdo de novas estratégias para evitar a dissociacdo das subunidades que
formam a proteina, ou seja, requer modifica¢des pds-imobilizagdo. Isso porque geralmente
uma a duas subunidades se liga covalentemente ao suporte, podendo ocorrer perda de
atividade por dissociagcdo das outras subunidades. Assim, ¢ aconselhavel entrecruzamento
das subunidades. O entrecruzamento com dextrano-aldeido ¢ um exemplo de técnica que
pode ser utilizada para este fim. Assim, apds a imobilizacdo, esses polialdeidos sdo
adicionados a solu¢do de imobilizagdo, os quais promovem o entrecruzamento das
subunidades através dos grupos amino da enzima (FERNANDEZ-LAFUENTE et al,
1999).

2.6 Suportes para Imobilizacdo de Enzimas

A escolha do material, forma e entre outras caracteristicas do suporte a ser usado
para imobilizar enzimas ¢ determinante para o sucesso ou fracasso do conjunto enzima-
suporte-método de imobilizagao.

As principais caracteristicas a serem observadas na selecdo de um suporte para
uma determinada aplicacdo sdao: darea superficial, permeabilidade, insolubilidade,
capacidade de regeneracdo, morfologia e composi¢do, natureza hidrofilica ou hidrofébica,
resisténcia ao ataque microbiano, resisténcia mecanica, custo e outras. Eles podem ser
classificados pela composicdo como: organicos (naturais e sintéticos) e inorganicos

(minerais e fabricados) e também por sua morfologia como: materiais porosos, nao-
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porosos e de estrutura de gel (CARDIAS, 1996 apud MESSING, 1975). Embora os
suportes inorganicos tenham muitas vantagens sobre os organicos (alta resisténcia,
estabilidade térmica, facil regenerabilidade e resisténcia ao ataque microbiano e de
solventes orgédnicos) muitas enzimas imobilizadas comercialmente disponiveis sdo obtidas
com suportes organicos, devido a sua alta reatividade (TARDIOLI, 2003).

A morfologia do poro ¢ fundamental, pois, 0os materiais porosos tém grande area
superficial interna disponivel e € nesse ambiente que a enzima fica protegida permitindo o
livre acesso do substrato. Os materiais ndo-porosos apresentam baixa area superficial
disponivel a ligagdo da enzima. Este problema pode ser parcialmente superado pela
utilizagao de particulas finas ou fibras (CARDIAS, 2000).

Os polimeros naturais (polissacarideos e proteinas) e sintéticos (nylon e
poliestireno) sdo uma classe de suportes muito importantes no campo da imobilizacdo de
biocatalisadores. Os polimeros sintéticos exibem variedades de formas fisicas e estruturas
quimicas que podem ser combinadas para formar um suporte ideal, porém os polimeros
naturais levam algumas vantagens quando comparados aos sintéticos, pois geralmente
apresentam baixo custo e sdo facilmente degraddveis ndo causando danos ao meio
ambiente. Dentre os suportes organicos naturais, agarose ¢ quitosana tém sido
extensamente utilizados como matrizes para a insolubilizagio de enzimas (GUISAN,
1988; BLANCO et al, 1989; LOPEZ-GALLEGO et al, 2005; TARDIOLI et al, 2003a,b;
MENDES et al, 2006; ALTUN e CETINUS, 2007; ADRIANO et al, 2008; RODRIGUES
et al, 2008).

2.6.1 Quitosana

Quitosana ¢ um polimero derivado do processo de desacetilagdo da quitina, que €
tido como o segundo polissacarideo mais abundante da natureza, depois da celulose,
obtida exclusivamente de exoesqueletos de crustaceos como, por exemplo, de caranguejo e
camarao (ADRIANO, 2008).

A quitosana ¢ um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, de
grande importancia econdmica e ambiental (KRAJEWSKA, 2004; GEORGE e
ABRAHAM, 2006). Sua estrutura ¢ formada pela repeti¢ao da unidade f (1,4) 2-amino-2-
deoxi-D-glucose e apresenta uma cadeia polimérica quimicamente similar & da celulose.
Grupos hidroxil (OH) estao dispostos na estrutura geral dos biopolimeros, mas a principal
diferenca entre eles ¢ a presenca de grupos amino na estrutura da quitosana. A Figura 2.8

apresenta as estruturas primarias da celulose, quitina e quitosana.
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Figura 2.8. Representacdo esquematica das estruturas primarias de (a) celulose, (b)

quitina e (c¢) quitosana (ADRIANO, 2008).

Devido a sua alta percentagem de nitrogénio (6,89%) comparado a celulose
sintética substituida (1,25%), a quitosana ¢ um potente agente geleificante, propriedade
que ¢ responsavel por muitas aplicagdes desta em diversos setores de sintese e produgdo
industrial, ou seja, suas propriedades atoxicas e sua facil formacao de géis sdo de grande
interesse industrial (BERGER et al., 2004).

Atualmente suas maiores aplicacdes estdo centralizadas na purificagdo de agua, no
processamento de alimentos ¢ na quelagdo de ions metdlicos (KUMAR, 2000;
KRAJEWSKA, 2004). Também tem sido utilizada para obtencao de produtos de alto valor
agregado, como cosméticos, agentes de liberacdo controlada de foirmacos no organismo,
aditivos alimentares, membranas semipermedveis e produtos farmacéuticos (KUMAR,
2000; KRAJEWSKA, 2004; ALTUN e CETINUS, 2007). Na area médica vem sendo
utilizada em diversas aplicagcdes como biomaterial. A quitosana vem sendo utilizada como
suporte de liberacdo controlada de diversos farmacos como diclofenaco de sodio,

comercialmente conhecido como Cataflan (GONCALVES et al, 2005). Outra aplicagdo
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que vem se destacadando ¢ o uso deste como suporte para imobiliza¢do de eznimas. Este
polimero ¢ interessante devido ao alto contetido de grupos amino primario, que permitem
a quitosana ser homogeneamente modificada em meio aquoso, enquanto a nucleofilidade
destes grupos permitem modificagdes quimicas na molécula visando um melhor
desempenho funcional (KUMAR et al, 1999; CHIOU e WU, 2004). Algumas aplicacdes
da quitosana, nas diferentes 4reas, estdo apresentadas na Tabela 2.2.

(www.darmathouth.edu).

Tabela 2.2. Aplica¢des da quitosana em diferentes areas

Aplicacdes da Quitosana

Remogio de ions metalicos
Tratamentos de Efluentes Floculante e Coagulantes de: Proteinas e
Pigmentos
Remocio de solidos suspensos
Agente conservante
Industria de Alimentos

Estabilizagao de cores

Aditivo de alimento animal
Controle de taxa de colesterol sanguineo
Controle de liberagao de farmacos
Medicina
Queimadura de pele
Lentes de contato
Imobiliza¢do de enzimas
Separagdo de proteinas
Biotecnologia
Recuperagio e imobilizagdo de células
Cromatografia
Cobertura de sementes
Agricultura Fertilizantes
Controle de libera¢ao de agroquimicos
Condicionador
Cosméticos Creme de face e maos
Logdo de Banho
Papel e Papelao Tratamento de superficie

Controle de permeabilidade

Membranas
Osmose reversa

Devido a sua baixa estabilidade em pH 4cido, diversas alternativas t€ém sido
propostas para aumentar sua estabilidade como reticulagdo com agentes bifuncionais para

a formagdo de géis mais resistentes ou a aplicagdo de outros biopolimeros como
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carragenina, gelatina e alginato (ADRIANO et al, 2008). Estas técnicas tém sido utilizadas
para diversas aplicacdes como liberacdo controlada de farmacos e como suporte para a
imobilizacao de enzimas (BERGER et al, 2004; MENDES et al, 2006; ADRIANO et al,
2008).

O complexo quitosana-alginato ¢ formado por interagcdes i0nicas entre 0s grupos
carboxilicos do alginato e os grupos amino da quitosana (TAPIA et al, 2004). Alginato ¢
um polissacarideo extraido de algas marrons (GEORGE e ABRAHAM, 2006). A elevada
solubilidade da quitosana ¢ minimizada na presenga de alginato, pois este biopolimero ¢
insoluvel em pH 4cido e em pH alcalino ¢ facilmente solubilizado, o que ndo ¢ observado
para a quitosana. Deste modo, o complexo quitosana-alginato pode ser utilizado em uma

ampla faixa de pH (GEORGE e ABRAHAM, 2006).

2.6.2 Agarose

Agarose ¢ um polissacarideo extraido de diversos géneros e espécies de algas
marinhas vermelhas da classe Rodophyta. Ocorre como carboidrato estrutural na parede
das células. E um polimero composto de subunidades de galactose, como mostrado na

Figura 2.9 (TARDIOLLI, 2003 apud KENNEDY, 1987).

CH,OH

Agarose

Figura 2.9. Estrutura quimica da agarose.

A agarose constitui uma mistura de moléculas de 4gar com um contetido menor de
cargas e, portanto com maior capacidade de gelificagdo e com as seguintes propriedades:
(1) pouca quantidade de grupos eletronegativos, bastante inerte e adequado para técnicas
cromatograficas; (ii) facil dissolu¢do aquosa; (iii) excelente transparéncia dptica tanto nas
regioes de espectro visivel quanto na regido do ultravioleta, que permite uma melhor
quantificagdo por técnicas espectrofotométricas; (iv) estrutura macroporosa, na qual ¢
possivel variar o tamanho dos poros (Figura 2.10); (v) facil ativacdo e derivatiza¢do do

suporte ¢ (vi) auséncia de toxicidade. A baixa resisténcia a altas temperaturas pode ser
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superada pelo entrecruzamento entre as moléculas do polimero com epicloridrina. Altos
graus de entrecruzamento implicam maior resisténcia mecanica e redugdo do tamanho dos
poros. E um dos suportes mais utilizados na imobilizagio de enzimas. Diversas
publicagdes relatadas na literatura mostram a aplica¢do deste suporte para a imobiliza¢do

multipontual de enzimas de diversas procedéncias (TARDIOLI et al, 2003).

Figura 2.10. Estrutura dos macrosporos da Agarose (www.bioscience.beads.com).

2.7 Métodos de ativacio de suportes

Os métodos de ativagdo introduzem grupos reativos na superficie do suporte
capazes de reagirem com os grupos reativos da enzima. As ativagdes mais usadas sdo com
reagentes bifuncionais contendo grupos epdxidos ou aldeidos. Suportes ativados com
grupos epoxidos possuem baixa reatividade (mesmo podendo reagir com varios grupos
reativos da enzima), requerendo longos tempos de imobilizacdo, grande excesso de enzima
e condicdes drasticas de reacdo para favorecer o acoplamento enzima-suporte, como por
exemplo, alta forga idnica. Suportes epdxidos podem ter sua reatividade melhorada por
modificagdo parcial dos grupos epdxidos com etilenodiamina, por exemplo. Os grupos
epoxidos modificados favorecem a adsor¢cdo prévia da enzima, que depois ird reagir
covalentemente com os grupos epoxidos ndo modificados do suporte (MATEO et al,
2000).

Variaveis como pH e temperatura podem interferir a reagdo dos agentes de ativacdo
com o suporte. Como a reatividade dos grupos epdxidos do suporte com proteinas soluveis

¢ muito baixa, estes processos de imobilizacdo devem ocorrer mediante um mecanismo
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composto por duas etapas: uma primeira onde a enzima seria adsorvida hidrofobicamente
(ou ionicamente) sobre a superficie do suporte e uma segunda etapa onde se promoveria a
reagdo covalente entre os grupos reativos da proteina e o suporte.

A ativagdo com glutaraldeido forma grupos aldeidos no suporte ativado que irdo
reagir com grupos aminos da enzima por meio de ligagdes covalentes reativas (bases de
Schiff) que podem ser facilmente hidrolisadas. Embora seja o método de ativagdo mais
utilizado em imobilizacdes de enzimas, ele apresenta alguns problemas, tais como:
moléculas de enzima podem ser imobilizadas neste tipo de suporte com diferentes
orientacdes, tornando o sitio ativo de algumas delas inacessivel para grandes substratos
(TARDIOLI, 2003); podem ser formadas multiplas camadas de enzima e/ou aglomeracdes
excessivas das moléculas no interior dos poros, dificultando o acesso ao sitio ativo
(BETANCOR et al, 2006); produzem derivados que sdo poucas vezes mais estaveis que a
enzima soluvel; e a alta reatividade e instabilidade dos grupos reativos requerem rapido
contato com a enzima.

A ativagdo do suporte com grupos aldeidos, usando glicidol (2,3-epoxi-propanol)
como reagente bifuncional, vem sendo amplamente usado desde 1987. Este método de
ativacdo gera aldeidos alifaticos lineares altamente estdveis, permitindo que o suporte
ativado seja estocado por tempo prolongado (1 ano a 4°C), e reaja, em pH alcalino, com
grupos aminos desprotonados dos residuos de lisinas da molécula de enzima,
possibilitando a formacdo de varias ligacdes covalentes enzima-suporte. Os grupos
aldeidos ativos (glioxil) por estarem moderadamente afastados da superficie do suporte
(brago espacgador curto), tornam a molécula de enzima imobilizada muito mais rigida e,
por conseguinte, muito mais resistente a inativagdo induzida por altas temperaturas,
solventes organicos e outros agentes desnaturantes (GUISAN, 1988).

Na figura 2.11, observa-se a ativagdo dos suportes pelos agentes ativantes e em sua
superficie os grupos reativos utilizados na interagdo com a enzima para promover o

processo de imobilizagao.
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Figura 2.11 Representagdo dos métodos de ativagdo. A esquerda estdo os suportes, nas
cores verde (glutaraldeido), azul (glicidol) e vermelho (epicloridrina) os agentes ativantes
e na superficie do suporte os grupos reativos que irdo reagir com os grupos amino da
enzima (ADRIANO et al, 2008).

2.8 Imobilizacdo Multipontual de Enzimas em gel de Agarose

A ligacdo de uma molécula de enzima a um suporte solido por meio de ligagcdes
quimicas fortes torna a estrutura terciaria da molécula mais rigida e, portanto mais estavel.
Essa estabilizagdo pode ser obtida pelo método de imobilizagdo em suportes solidos pré-
existentes.

A imobiliza¢do covalente multipontual em glioxil-suporte consiste na formacao de
varias ligagdes covalentes entre grupos aminos desprotonados de residuos de lisina de uma
molécula de enzima e grupos aldeidos alifaticos lineares moderadamente afastados da

superficie do suporte (grupos glioxil), como mostrado na Figura 2.12.

grupos reativos enzima
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Figura 2.12. Sistema de imobiliza¢io proposto por GUISAN (1988).

Segundo Guisan (1988), a utilizagao de géis glioxil-agarose possibilita uma intensa
multi-interacdo enzima-suporte (mesmo sendo as superficies da enzima e do suporte nio
complementares), sem distor¢ao da estrutura da enzima e com pequena perda na atividade
da enzima imobilizada devido a auséncia de impedimentos estéricos para a reacdo quimica
amino-aldeido (bases reativas de Schiff -CH = N-), produzindo-se assim derivados com
alta retencgdo de atividade, alta rigidez e, por conseguinte, alta estabilidade térmica.

As bases de Shiff (Figura 2.13), sempre que formadas, devem ser reduzidas com
borohidreto de sodio- agente redutor- para a formagdo de aminas secunddrias estaveis e
também os grupos aldeidos remanescentes dos suportes sdo convertidos em grupos

hidroxilas inertes, formando assim um suporte inerte.

0
C—O—CHz—C ~ 4 NHz—E C—O—CHz—C —_— N—E
N I

Figura 2.13 Reagdo enzima (amino)-suporte (aldeido) - Formagdo da Base de Schiff
(TARDIOLLI, 2003).

Por exemplo, trabalhos de TARDIOLI et al, (2003 a, b) mostraram que derivados
de carboxipeptidase A (uma metalo exoprotease) e Alcalase (preparacdo comercial de
subtilisina) foram respectivamente 213 e 515 vezes mais estaveis que as enzimas na forma

soluvel. A Tabela 2.3 mostra a atividade recuperada e o fator de estabilidade de diversas
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enzimas imobilizadas em gel glioxil-agarose (MATEO et al, 2005). A atividade
recuperada variou de 60 a 100% e a estabilizag@o, de acordo com o tempo de meia vida do
biocatalisador, em muitos casos, foi 1000 a 100000 vezes mais estdvel que a enzima
imobilizada unipontualmente.

Glioxil-Agarose apresenta propriedades que favorecem uma intensa ligacdo
covalente multipontual das proteinas, como: alta reatividade dos grupos glioxil com
grupos amino nao ionizaveis; boa congruéncia geométrica entre proteina e o suporte; bom
controle da ativacdo; alta estabilidade dos grupos glioxil, possibilidade de longa multi-

interacdo entre enzima e suporte e longo tempo de armazenamento (MATEO et al, 2006).

Tabela 2.3. Atividade recuperada e fator de estabilidade para diversas enzimas
imobilizadas multipontualmente em glioxil-agarose.

Enzima Atividade Fator de
Recuperada (%) Estabilidade
Tripsina 75 10000*
Quimotripsina 70 60000?
Penicilina G acilase (E. coli) 70 8000°
Penicilina G acilase (K. citrophila) 70 7000*
Ferrodoxina NADP redutase (4Anabaema sp.) 60 1000°
Lipase (C. rugosa) 50 150°
Lipase (B. thermocatenulatus) 75 500°
Esterase (B. stearothermophilus) 70 1000°
Termolisina (B. thermoproteolyticus) 100 100?
Glutamato racemase 70 1000*
Alcalase 54 500
Uroquinase 80 10

a: comparada com enzimas imobilizadas unipontualmente.
Fonte: MATEO et al, (2006).

2.9 Variaveis no Processo de Imobilizacido de Enzimas por Ligacio Covalente
Multipontual

2.9.1 Efeito do Grau de Ativacdo do Suporte

Um parametro bastante relevante a possibilidade de interagdo multipontual enzima-
suporte ¢ o grau de ativacdo do suporte, ou seja, a densidade de grupos reativos (aldeido)
na superficie do suporte. A densidade de grupos aldeidos na superficie do suporte ird
determinar as possibilidades de alinhamentos corretos entre os grupos amino da enzima e
os grupos aldeidos do suporte. Entdo, quanto maior a densidade de grupos aldeidos maior
a possibilidade de formacao de novas ligagdes amino-aldeidos (TARDIOLI, 2003).

Em termos de nimero de grupos aldeidos por unidade de massa ou volume de
suporte, dependem da porcentagem de agarose usada na preparagdo dos géis (MATEO et

al, 2005). Elevada porcentagem de agarose presente nos géis ¢ responsavel pela formacao
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de suporte com elevada porosidade, pois o nimero de entrelacados entre as fibras ¢ maior,
sendo mais favoravel para uma efetiva imobilizacdo de enzimas pela técnica multipontual.

A maior porcentagem de agarose implica também em didmetro de poros menores,
0 que pode ser um problema para substratos macromoleculares. Além disso, a estabilidade
da enzima imobilizada aumenta consideravelmente com o aumento da concentragdao de
agarose. Para agarose 10%, o fator de estabilidade ¢ 10 vezes superior ao da agarose 4%,
dependendo do tamanho da enzima utilizada. A razdo ¢ a geometria da enzima, pois
quanto maior ¢ o tamanho da enzima, maior serd o contato com os grupos reativos do
suporte e assim a multi-interagdo do sistema enzima-suporte ¢ mais efetiva conferindo
maior niimero de ligagdes e a mobilidade da enzima ¢ mais restrita, reduzindo a inativacao
(MATEQO et al, 2005).

O controle da ativagdo do suporte permite controlar a intensidade das reagdes da
enzima com o suporte e & possivel também reduzir o grau de ativacdo para niveis
desejados, pois elevada ativacdo pode acarretar distor¢do da enzima na imobilizagdo. Se a
concentragdo de grupos glioxil € baixa, o rendimento de imobilizagdo também ¢ baixo € o
periodo de contato da enzima com o suporte deve ser prolongado para a obtengdo de
derivados imobilizados mais estaveis, pois se o tempo de imobilizacdo for pequeno, a

estabilidade obtida para o derivado terd um comportamento similar a enzima soluvel.

2.9.2 Efeito das Condicoes de Reacao

2.9.2.1 Temperatura

Sabe-se que quanto maior a temperatura maior a velocidade da reacao, pois o
aumento de temperatura provoca um aumento nos movimentos vibracionais da molécula
de proteina, tornando-a mais flexivel e assim possibilitando alinhamentos corretos enzima-
suporte. Assim, o numero de base de Schiff formadas entre grupos aldeido no suporte ¢
amino na enzima sera maior a altas temperaturas. Contudo, como a multiinteragdo requer
no minimo trés horas de tempo de imobilizagdo, para evitar a inativagdo da enzima ¢ usual

se utilizar no maximo temperatura ambiente (25°C) (BLANCO et al, 1989).

2922 pH

A estrutura tridimensional da enzima, responsavel pela sua atividade catalitica,
depende de interagdes hidrofobicas e hidrofilicas entre grupos funcionais da enzima, que
sdo afetadas pelo pH. Assim, alteracdes nessas interagdes podem afetar o sitio ativo,

diminuindo a atividade catalitica ou mesmo desnaturar a enzima. Por isso, € necessario
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que se trabalhe em condigdes 6timas onde a atividade catalitica se conserve por um maior
periodo de tempo (LENINGHER, 2006).

Em valores de pH abaixo de 10, apenas grupos amino terminais das enzimas se
encontram desprotonados, o que diminui a possibilidade de formacdo de ligacdes
multipontuais. Quanto se deseja fazer uso de grupos amino de lisinas, somente havera
concentragdo significativa desses na forma neutra a pH acima de 10,0, pois esses possuem
pK 10,5 (BLANCO et al, 1988). Em pH acima de 10, o nimero de grupos desprotonados
de lisina aumenta, acelerando assim a velocidade da reacdo e, portanto diminuindo o

tempo de contato enzima-suporte.

2.9.2.3 Tempo de Imobiliza¢io

Um outro fator importante no processo de imobilizagdo multipontual ¢ o tempo de
contato da enzima com o suporte. Imobilizacdo em pH alcalino e com suporte altamente
ativado pode ser extremamente rapido, podendo atingir curtos periodos de imobilizacao.
Os grupos amino situados na superficie da proteina ndo estdo alinhados com os grupos
aldeidos da superficie do suporte, ou seja, a enzima e o suporte ativado ndo sdo estruturas
que se completam. Quando a enzima, ja imobilizada, continua a interagir com o suporte
ativado, novos e corretos alinhamentos entre os grupos da enzima e os grupos aldeidos do
suporte sao formados e esses alinhamentos quando sdo produzidos, a subseqiiente ligacao

quimica ¢ muito rapida e irreversivel (ADRIANO, 2008).

Este mecanismo para estabilizagdo da enzima por ligagcdo covalente multipontual
em suporte ativado estd de acordo com a dependéncia observada da estabilizacdo do
derivado e com o tempo de imobiliza¢do. A formagao de alinhamentos adicionais amino-
aldeido deve ser mais lenta do que o primeiro processo de imobilizagdo (reacdo da enzima
solivel com o suporte ativado), e isto, envolvem a dependéncia entre a estabilidade do
derivado final e o tempo de contato entre a enzima ja imobilizada e o suporte ativado
(GUISAN, 1987). Conclui-se, entdo, que a estabilidade dos derivados resultantes aumenta
a medida que se aumenta o tempo de contato entre a enzima solubilizada e o suporte

ativado.

2.9.2.4 Tampao

O tampao a ser empregado também ¢ um outro fator bastante importante no
processo de imobilizagdo. E necessaria a utilizagdo de uma solucdo-tampdo capaz de

facilitar a interagdo dos grupos lisina da enzima com os grupos glioxil do suporte € o
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tampao mais utilizado neste processo de imobilizagio é o tampao bicarbonato (GUISAN,
1988). Estudos relatados na literatura mostram que a imobilizagdo de enzimas na presenca
de tampao borato atingiu niveis poucos satisfatérios de fixacdo da enzima penicilina G

acilase de Escherichia coli em glioxil-agarose devido a formagdo de complexos com os

grupos aldeido (ALVARO et al, 1990).

2.9.3 Derivados de D-Hidantoinase quimicamente modificados com Dextranas

Dextranas sdo polimeros de glicose que estdo disponiveis comercialmente numa

larga faixa de massas moleculares, como apresentado na Tabela 2.4.

Tabela 2.4. Dextranas disponiveis de Fluka (Bucks, Switzerland) e Sigma (St. Lois, MO)
(acessado site www.sigmaaldrich.com data 23/07/2008).

Tamanho Fluka Sigma Tamanho Fluka Sigma
1.000 + - 100.000-200.000 - +
5.000 + - 150.000 + -

9.000-11.000 - + 270.000 + -
12.000 + - 425.000-575.000 - +
15.000-20.000 - + 410.000 + -
25.000 + - 670.000 + -
35.000-45.000 - + 1.400.000 + -
50.000 + - ~2.000.000 - +
60.000-90.000 - + 5.000.000-40.000.000 - +
64.000-76.000 - + ~60.000 + -
80.000 + - ~20.0000 + -

+: disponivel comercialmente.
-: ndo disponivel comercialmente.

Cada mondmero de glicose contém dois grupos OH vicinais que podem ser
facilmente oxidados com periodato, resultando em dois grupos aldeidos por molécula de
glicose (YAMAGATA et al, 1994 apud CARDIAS, 2000). Isto permite a producao de
polimeros de polialdeidos (Figura 2.14) que podem reagir com grupos aminos acessiveis
localizados na superficie da proteina. A reducdo posterior com borohidreto de sodio forma
ligacdes aminas secundaria irreversiveis entre a proteina e o polimero, € a0 mesmo tempo,
reduz os grupos aldeidos remanescentes presentes no polimero. Assim, apés a modificacao

quimica, a enzima fica ligada a um polimero inerte e altamente hidrofilico.
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Figura 2.14 Preparagdo de polidextranas (CARDIAS, 2000).

A formacdo de uma camada hidrofilica continua e espessa cria um ambiente
hidrofilico ao redor da enzima. Isso pode aumentar a sua estabilidade contra agentes
desnaturantes (KHEMELNISKY, 1991 apud CARDIAS, 2000). Esta camada deve ser
aberta o suficiente para permitir a difusdo de substratos e produtos.

Para formar essa barreira espessa e hidrofilica sem introduzir grandes modificagdes
quimicas na superficie da enzima a utilizacdo de polimeros polifuncionais ¢ de grande
utilidade, pois uma pequena modificagdo quimica da superficie pode envolver uma grande
area da proteina, gerando uma barreira espessa que “protege” a enzima da inativagdo

térmica e da iantivacdo devido a presenca de cosolventes (MATEO et al, 2006).

2.10 Método de Separacgao: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separacdo que se baseia na migracao
diferencial dos compostos de uma mistura mediante as diferentes interacdes presentes
entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estaciondria. A migracao diferencial
resulta da diferenga de equilibrio entre as duas fases imisciveis, sendo influenciada pela
composi¢ao da fase movel, composicao da fase estacionaria e temperatura da separagao.

A grande variedade de combinagdes possiveis entre fases estaciondrias e fases moveis



IMOBILIZACAO/ESTABILIZACAO DE D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA 29

tornou a cromatografia uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacdo no ramo

das separacoes (CASS e DEGANI, 2001).

2.10.1 Cromatografia Quiral

A descoberta da tridimensionalidade das moléculas, a partir de separacdes dos
enantiomeros de uma mistura de um sal de acido tartarico em 1848, por Pasteur, despertou
um grande interesse nos cientistas (CASS e DEGANI, 2001). Estas moléculas apresentam
quiralidade, ou seja, possuem centros assimétricos (o atomo de carbono possui em cada
uma de suas ligacdes substituintes diferentes entre si) (COELHO, 2001).

A rotineira resolugdo analitica de estereoisomeros foi relativamente dificil
representando um desafio a Quimica Moderna, nos anos 80. Entretanto, por volta dos anos
90 o uso da CLAE, estabeleceu grandes avangos tecnoldgicos nesta area, possibilitando a
analise e separacdo de enantiomeros (WHITE e SUBRAMANIAN, 1994; CASS e
DEGANI, 2001; WARD e FARRIS, 2001).

Exemplos tipicos de compostos quirais s3o os aminoacidos, usados como produtos e
intermediarios para farmacos. Todos os aminoacidos, com exce¢ao da glicina, sdo
substancias quirais. Na importante classe de moléculas a-aminoacidos, ambas as formas D
e L podem ser sintetizadas e separadas por processos que envolvem enzimas (MACHADO
et al, 2005). Tecnologias modernas para a producdo de aminoacidos sdo baseadas na
sintese quimica e bioquimica (KOSTOVA e BART, 2006). Métodos por cromatografia
quiral sdo os melhores para a separagdo dos enantiomeros (KACZMARSKI et al, 2002;
WARD e FARRIS, 2001).

A produgdo por sintese estereosseletiva do enantiomero desejado, ¢ muito cara, dificil
e pouco seletiva. Devido a baixa seletividade na sintese, a extracdo, separacdo e
purificacdo do enantiomero sintetizado sdao necessarias (KACZMARSKI et al, 2002).

A analise da literatura publicada, nos Gltimos anos, em revistas cientificas de quimica
organica, quimica farmacéutica, farmacologia e outras areas evidenciam um crescente
interesse por substancias enantiomericamente puras. Esta tendéncia pode ser observada
tanto no setor académico como no industrial (BARREIRO et al, 1997).

Os enantiomeros podem ser separados, por CLAE, pelo método direto (CASS e
DEGANI, 2001). O método direto de separacdo emprega o uso de fases estaciondrias
quirais. O mecanismo de separagdo de enantidmeros através do método direto em
cromatografia quiral esta relacionado com a formac¢ao de um complexo diasteroisomérico

entre o seletor quiral e cada um dos enantidmeros. A diferenca de energia entre os
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complexos diastereoisoméricos formados resulta em diferentes tempos de retengdo. O
enantidmero que forma o complexo menos estavel elui primeiro. E importante que a
diferenca de energia entre os complexos seja significativa para que a discriminagdo quiral
ocorra (GILBERT et al, 1987; SNYDER et al, 1997).

Durante duas décadas, o niimero de fases estaciondrias quirais avaliadas para a
resolucdo de enantidmeros apresentou um crescimento rapido e significativo (ANOVA e
HUTTA, 2003). Sdo preparadas a partir de pequenas moléculas ou polimeros quirais
adsorvidos ou quimicamente ligados a um suporte, geralmente silica (YASHIMA, 2001).

Diferentes tipos de seletores quirais sdo empregados como fases estaciondrias, tais
como: proteinas e enzimas, polimeros, ciclodextrinas e seus derivados, polissacarideos ¢

seus derivados, antibioticos macrociclicos. A importancia dessas duas ultimas fases

estacionarias inclui a reprodutibilidade dos resultados e larga escala de aplicacdes

(ARMSTRONG et al, 1994; ABOUL-ENEIN e ALI, 2002).

2.10.2 Modos de eluiciao

e Modo reverso de eluicao

No modo reverso de elui¢do, as colunas sdo empregadas com fases moveis compostas
por uma solugdo aquosa e um solvente organico miscivel, normalmente acetonitrila ou
metanol. E estimado que mais de 90% dos laboratérios de analise utiliza dentro da técnica
CLAE, pelo menos um método que utiliza o modo reverso de eluicdo (FR), ou seja, uma
fase estacionaria de menor polaridade e uma fase movel de maior polaridade. Intimeras
vantagens estdo relacionadas a este tipo de eluicdo, como por exemplo, o uso de fases
moéveis de menor custo (como metanol e dgua), pode ser usado com fases estacionarias de
diversos tipos, equilibrio rapido quando ocorre troca de fase modvel o que facilita o
emprego do modo de eluicdo em gradiente, rapidez nas anélises e boa reprodutibilidade

nos tempos de retencdo (TONHI et al, 2002).

e Modo polar orginico

O modo polar organico ¢ caracterizado pelo uso de fases moveis contendo 100% de
solventes organicos polares, como acetonitrila, metanol, etanol, propanol, ou ainda
misturas desses solventes. O uso desse tipo de fase modvel representa uma alternativa

adicional para se obter a separacdo desejada, inclusive com possibilidade de inversdo na
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ordem de retencdo, maior solubilidade de alguns compostos e, por serem mais facilmente
removidas e reutilizadas, essas fases s3o bastante atrativas para separacdes em escalas
preparativas. O comportamento da separacdo nesse sistema depende nao apenas da fase
moével e fase estaciondria, mas também da natureza dos compostos separados

(CHANKVETADZE et al, 2002).

2.10.3 Parametros Cromatograficos

A resolucdo enantiomérica ¢ muito sensivel e ¢ controlada pelos parametros

cromatograficos que seguem (ABOUL-ENEIN e ALI 2002).
v Fator de separacio (a): é o parAmetro que mede a seletividade da separagdo, sendo
calculado pela equagao 2.1.

a=— 2.1

Em que: k; e k; referem-se aos fatores de reteng¢do das bandas 1 e 2.

v' Fator de retenciio (k): mede a distribui¢io da amostra no caminho cromatografico. E

calculado pela equagao 2.2.

2.2)

Em que: t; = tempo de retengdo da banda do composto a analisar, t;= tempo morto da
coluna, ou seja, € o tempo que um composto que nao possui nenhuma afinidade pela fase

estacionaria leva desde sua injecdo até a chegada no detector.

v Resolucio (Rs): mostra a qualidade da separagdo baseando-se na largura da ' altura

das bandas além de suas distancias (Figura 2.13.), sendo calculado pela equagao 2.3.

&zuéiiﬁ (23)

w, + W,
Em que: t; e t; sdo os tempos de retencdo de duas bandas adjacentes, w; e w, sdo as

larguras das bandas medidas na meia altura da banda, em unidade de tempo.

Na figura 2.15 observa-se um cromatograma que identifica os principais pontos usados

nos célculos dos pardmetros cromatograficos.
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Figura 2.15. Esquema de um cromatograma com medidas relacionadas aos calculos dos
parametros cromatograficos (CASS e DEGANI, 2001).

2.10.4 Antibioticos Macrociclicos

Antibidticos macrociclicos agem como agentes de separagdo em cristalizagdo,
precipitacdo, filtragdo, eletroforese e cromatografia por possuirem caracteristicas, tais
como, centros estereogénicos e grupos funcionais que os ajudam a interagir com analitos;
e servem como seletores quirais, pois permitem multiplas interagdes com moléculas
quirais. Essa alta capacidade de discriminagcdo ¢ atribuida as simultaneas interagdes
polares e i0nicas nos centros quirais e sitios de ligacdo localizados na cavidade da sua
estrutura em forma de “cesta de basquete” (JANDERA et al, 2001). Tém massa molecular
entre 600 e 2200 kDa, podem ser basicos, acidos ou neutros e possuem pouca ou
nenhuma absorbancia no UV.

Poucos seletores quirais oferecem altos graus de seletividade para inumeros
compostos. O mecanismo de reconhecimento quiral das fases de antibidticos
macrociclicos glicopeptidios ¢ similar ao das glicoproteinas, exceto que os antibidticos sao
estaveis de 0-100% de modificador organico e possuem alta capacidade de carga. A
estrutura destas fases indica que as interagdes tipicas - definidas para as fases de proteina e
de polissacarideos - estdo presentes, sdo elas: ponte de hidrogénio, interagdes m — m,
interacao dipolo, inclusdo, interagdes estéricas e ligacdes anidnico-cationicas.

Uma vez que estas fases possuem peptideos, carboidratos e outros grupos ionizaveis, a

seletividade serd diferente em cada um dos modos de eluicdo (normal, polar organico e
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reverso), possibilitando a separagdo de uma grande variedade de compostos
(ARMSTRONG et al, 1994; ZARZYCKI et al, 1997; JANDERA et al, 2001; ABOUL-
ENEIN e ALI, 2000; ABOUL-ENEIN e ALI, 2002; XIAO et al, 2003).

Os antibidticos macrociclicos sdo os mais promissores no que diz respeito a
separacdes quirais e de fato eles tiveram impacto imediato e significante desde a sua
introdugdo em 1994 por Armstrong (ARMSTRONG et al, 1994; WARD e FARRIS, 2001;
LLISZ et al, 2006; SZTOJKOV-IVANOV et al, 2006). Ha mais de 100 destes compostos,
e como outras classes de seletores quirais, eles podem ser subdividos como representado

na Figura 2.16.

ANTIBIOTICOS MACROCICLICOS

< | N

Ansamicinas Glicopeptideos Polipeptideos Aminoglicosideos
Rifamicina B Rifamicina §V Triostrepton ES‘TEL“H&EM
Avorpacina Teicoplanina e Vancomicina e

derivatizacies Ristocetina A e B derivatizacdoes

Figura 2.16. Esquema da Subdivisdo dos antibidticos macrociclicos (LLISZ et al, 2006).

Os antibidticos mais empregados como seletores quirais sdo: vancomicina,
teicoplamina, ristocetina A e mais atualmente teicoplamina aglycon (TAG). As estruturas

moleculares desses antibioticos estdo representadas na Figura 2.17.
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Figura 2.17. Estrutura molecular de alguns antibidticos macrociclicos: (A) Vancomicina,
(B) Teicoplanina e (C) Avorparcina e (D) Ristocetina A (WARD e FARRIS, 2001).
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3 Materiais e Métodos
3.1 Materiais

A enzima usada foi a D-hidantoinase de Vigna angularis (EC 3.5.2.2) adquirida
comercialmente da Sigma-Aldrich (St Louis, MO), com atividade de 1,12 Ul/mg de
proteina a 30°C e pH 9,0 e 0,54 mg de proteina/mg de s6lido. Os substratos usados foram
hidantoina adquirida da Sigma-Aldrich (St Louis, MO) e a D,L-fenilhidantoina
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Octavio Augusto Ceva Antunes (Universidade Federal
do Rio de Janeiro-UFRJ). Os suportes utilizados para a imobilizagdo foram o gel de
agarose 6% (SepharoseTM 6B-CL) adquirida comercialmente da Amershan Biosciences
(Uppsala, Suécia), quitosana da Polymar S.A.(Ceara) 85% desacetilada e alginato de sodio
adquirido da Vetec (SP). Agentes de ativacdo empregados foram glicidol (2,3-epoxi-1-
propanol) e epicloridrina (1-cloro-2,3-ep6xido) adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis,
MO) e glutaraldeido 25% da Vetec (Brasil). Dextrana 40.000 de Leuconostoc ssp (Fluka).
Os aminoacidos usados foram a D-L-Fenilglicina, L-Fenilglicina adiquiridos da Sigma-
Aldrich (St Louis, MO) e D-Fenilglicina (Globe). Todos os outros reagentes empregados
foram de grau analitico. Os solventes organicos de grau HPLC foram filtrados a vacuo em
um sistema MILLIPORE, utilizando membranas de nylon PHENOMENEX de 0,45um e
posteriormente degaseificados em ultra-som COLE-PALMER 8852.

Para as andlises cromatograficas utilizou-se os seguintes equipamentos: (1)
Cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca SHIMADZU (Kyoto, Japdo),
composto de uma bomba modelo LC-10 AT, um forno, modelo CTO-10AS VP, e um
injetor manual RHEODYNE 77251 com al¢a dosadora de 100 uL. O equipamento esta
ligado a uma interface CBM SCL-10A VP; (2) Cromatografo liquido com duas bombas
SHIMADZU LC 10 AT VP, onde uma delas estd acoplada a uma valvula seletora de
solvente SHIMADZU FCV-10AL para gradiente de baixa pressdo e um auto-injetor
SHIMADZU SIL 10 AD VP. O equipamento esta acoplado a uma interface SHIMADZU
SCL 10 AVP. Ambos os cromatdgrafos estdo com as bombas acopladas a um detector de
ultravioleta com comprimento de onda varidvel SHIMADZU SPD-10A e os
cromatogramas sdo registrados através de um software CLASS-VP; (3) Cromatografo
liquido com duas bombas SHIMADZU LC 10 AD VP, onde uma delas esta acoplada a
uma valvula seletora de solvente SHIMADZU FCV-10AL para gradiente de baixa
pressdo; um detector de dicroismo LASCO modelo 2095; um auto-injetor SHIMADZU
SIL 10 AD VP e uma valvula de seis caminhos VALCO NITRONIC 7000 que foi
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utilizada para o sequenciamento de colunas. O equipamento esta acoplado a uma interface
SHIMADZU SCL 10 AVP e os cromatogramas sdo registrados através de um software LC
Solutions. As colunas analiticas utilizadas neste trabalho foram: Chirobiotic T (250 x 4,6
mm, 10 pm, Astec), Chirobiotic TAG (250 x 4,6 mm, 10 pum, Astec e C-18 (3,9x300 mm,
10 pm, Waters). Comprimento de onda utilizado foi 210 mn e a vazao de 0,5 mL/min; (4)
para a analise de aminoacidos o sistema de HPLC foi o modelo 717 mais detector 486
UV-Vis (Waters, Milford, MA) com uma coluna de fase reversa de 300mmx3,9mm (Pico
Tag®; Waters) a 50°C. Foi utilizado um gradiente de duas fases modveis (A): 0,14M
acetato de sodio contendo 0,5uM EDTA e 6% acetonitrila (pH 5,7) e (B): 60%
acetonitrila. Utilizou-se uma vazdo de 1,0-1,5 mL.min" para as fases moveis: 0,0 —12,0

min, gradiente linear de A/B (99:1) a A/B (0:100); 12,0-12,5 min, elui¢do com A/B (99:1).

3.2 Procedimento Experimental
3.2.1 Caracterizacao das propriedades bioquimicas de D-hidantoinase soltvel

3.2.1.1 Influéncia da temperatura

Verificou-se a influéncia da temperatura sobre a atividade de D-hidantoinase
soluvel empregando a reacdo de hidrolise da hidantoina, conforme metodologia descrita no

item 3.2.15, na faixa de temperatura entre 20 e 80°C.

3.2.1.2 Influéncia do pH

A influéncia do pH foi avaliada, empregando a reag@o de hidrélise da hidantoina a
30°C, na faixa de pH entre 3,0 a 12,0. Foram utilizados tampao acetato 50 mM na faixa de
pH de 3,0 a 6,0, tampao fosfato 100mM em pH 7,0, tampao borato 100mM em 9,0 e

tampao bicarbonato 100mM na faixa de pH entre 8 e 12.

3.2.2 Preparacio de géis gliceril

Dez gramas dos suportes agarose 6BCL e quitosana-alginato foram lavados com
agua destilada em abundancia e secos por suc¢do a vacuo. Apos esta etapa, foram
adicionados 3 mL de 4gua destilada e a suspensdo foi mantida sob suave agitacdo em
banho de gelo. Foi preparada uma solu¢ao de NaOH 1,7 M (4,76 mL) e adicionada 0,1357
g de borohidreto de sédio (NaBH,4), em banho de gelo, para evitar perda do agente redutor
por liberacdo de H,, esta solucdo foi adicionada a suspensdo de agarose e quitosana
alginato. Em seguida, adicionou-se lentamente, 3,43 ml de glicidol em excesso, conforme

metodologia descrita por Guisan (1988). A suspensdo foi mantida sob agitador mecanico
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em recipiente aberto por 16 h a 25°C para liberacdo de H, formado no meio reacional. O
suporte foi seco por succdo a vacuo e lavado com agua destilada até pH neutro. Na Figura

3.1, observa-se as reagdes que ocorrem para a formagao dos grupos reativos no suporte.

]
AN {NalH+HMNaBHy) OH OH
5-0OH+ CHy— CH — CH,R —————»
el Epdxido CH; — CH—CH;—o—5
OH  OH 0 0
|| I

| 10
CL:—CH_CHE_D_S — % H—C—CH;—>—5 + H-CH

Gliceril &l il Formal deido

Figura 3.1 Formacao de grupos reativos no suporte por glicidol.

3.2.3 KEterificacio de géis

Para preparar o suporte glioxil, 3 g do gel gliceril-suporte, obtido pelo método
citado acima, foi suspenso em 27 mL de dgua destilada (razdo 1/10) e adicionado 0,0917
gramas de metaperiodato de sddio. Um pmol de NalO, oxida um pumol de OH do gel,
portanto, dependendo do grau de ativagdo desejado (quantidade de grupos aldeidos/ mL de
gel gerados na superficie da agarose) a quantidade de periodato necessaria foi calculada de
acordo com a equacdo 3.1. A oxidacdo foi mantida sob suave agitacdo (em pas ou agitador
rotatorio) por 2 h. O suporte oxidado foi lavado exaustivamente com agua destilada, para

eliminar formaldeido produzido.

(umoles aldeido / mL de gel).Vgel .PM .
1.10°

M NalO , (g)= 3.1

Em que: Mnaos ¢ a massa de periodato de sodio utilizada (g); PMyaios € a massa
molecular do periodato de sodio (g/mol); Vgel ¢ o volume de gel utilizado (mL) e a
relacdo pumoles aldeido/mL de gel ¢ a concentracdo de grupos aldeido presentes por

unidade de volume de gel.
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3.2.4 Preparacio do gel glutaraldeido-agarose

Inicialmente, 12 mL de solug¢do de etilenodiamina (EDA) 2 M a pH 10,0 foram
adicionados a 3 g do gel glioxil-agarose ativado. Este sistema foi agitado por 2 h a
temperatura ambiente. Em seguida foi adicionado ao gel amino-agarose aproximadamente
0,171g de NaBH4. O sistema foi mantido por mais 2 h sob agitagdo branda (Shaker) e em
frasco aberto a temperatura ambiente. Apods este periodo, o gel foi lavado com 1 L de
solugdo tampao acetato 100 mM (pH 4,0) em abundancia para remog¢ao do NaBH4 residual
e posteriormente lavado com 1 L de solu¢do tampao borato 0,1 M (pH 9,0) para o
restabelecimento das cargas no suporte. Para finalizar, o suporte amino-agarose foi lavado
com agua e seco por suc¢ao a vacuo. Foram adicionados ao gel amino-agarose obtido, uma
solugdo formada por solucdo tampao fosfato 0,2 M pH 7,0 (3,36 mL) e glutaraldeido a
25% (5,04 mL). O recipiente contendo o gel foi coberto com papel aluminio e mantido sob
agitacdo em incubadora refrigerada a temperatura ambiente por 18 h. Ao final deste

tempo, o gel foi lavado com dgua em abundancia para a remoc¢ao do glutaraldeido residual.

3.2.5 Quantificacido de grupos aldeidos em glioxil-agarose

A quantifica¢do dos grupos aldeidos presentes do gel de agarose ativado foi feita
medindo-se o periodato de sédio ndo consumido na reacdo de oxidagdo dos grupos
gliceril. Nesta reagdo, o periodato ndo consumido (I04) reage com o iodeto (I')) em
excesso, gerando o ion tri-iodeto (I3"), que ¢ quantificado por colorimetria.

[04 + 51 + 6H;0° <=> 315"+ 12H,0

Experimentalmente, preparou-se uma solu¢do aquosa de periodato, nas mesmas
condicdes de suspensdo do gel gliceril-agarose (substituindo o gel por 4gua) e uma mistura
1:1 de iodeto de potassio 10% e bicarbonato de sddio saturado. A uma cubeta de vidro,
adicionou-se 3 mL da mistura 1:1 de iodeto de potassio 10% e bicarbonato de sodio
saturado. A uma cubeta de vidro, adicionaram-se 3 mL da mistura 1:1 e 100 puL da solugao
de periodato. A seguir, procurou-se um comprimento de onda que apresentasse como
resposta uma absorbancia de 0,8; este valor representava o branco, portanto 100%.
Durante a oxida¢do do gel, aliquotas foram retiradas do sobrenadante em tempos
determinados (zero-imediatamente apos a adi¢do do periodato a suspensdo; 30 minutos; 1
h; 1,5 h e 2h de reagdo), para se mensurar o consumo de periodato ao longo deste periodo.

A equacgdo 3.2. a seguir foi utilizada:
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a0l (JO] ) ccneamigos _ B0 (0 D gase —(128% ABE, ™V il

ml de Gl h %
£ (3.2)

Em que o valor 12,8 representa a razao da concentracao/absorbancia.

3.2.6 Imobiliza¢ao de D-hidantoinase em gel glioxil-agarose e em glutaraldeido-
agarose

A imobilizagdo da D-Hidantoinase foi realizada empregando carregamento de
proteina de 2,50 mg/g de gel em tampao bicarbonato 100 mM pH 10,05 na razio
Vgel/Vtotal de 1/10, na presenga ou auséncia de acido hidantdico. A imobilizagao foi
realizada sob agitagdo moderada a 25°C com diferentes tempos de contato enzima-suporte.
Amostras do sobrenadante e da suspensdo total foram coletadas com auxilio de um filtro
de ponteira para a medida de atividade enzimatica e proteina. Ao final, foi adicionado a
suspensao (derivado-tampao) 1 mg de NaBH4 por mL contendo ou nao ions bivalentes
numa concentragio de 10mM, tais como Zn>*, Mg*" ¢ Mn*". Apds a etapa de redugio, o
gel foi lavado com 4gua Milli-Q em abundancia para a remog¢ao de enzima residual e seco

por suc¢do a vacuo.

3.2.7 Preparacio de géis de quitosana-alginato

O gel hibrido de quitosana (2,5% m/v)-alginato (2,5% m/v) foi produzido
dissolvendo-se quitosana em p6 em solugdo de acido acético 5% (v/v) e a esta solugdo foi
adiconado alginato de sodio. A solug@o resultante foi mantida sob agitagdo mecanica por
30 min a temperatura ambiente. Apds esta etapa, a mistura foi adicionada a uma solugao
de NaOH 0,1 M na razao 1:10 (v/v) para a formacdo dos géis, mantidos sob baixa agitagdo
mecanica (50 rpm) por 4 h. O gel foi filtrado e lavado exaustivamente com agua destilada
para a remocdo de sais e, posteriormente, neutralizados, filtrado a vacuo e estocados sob

refrigeragdo para posterior aplicacdo (ADRIANO, 2008).

3.2.8 Quantificacdo de grupos aldeidos em glioxil-quitosana-alginato

Aproximadamente 10 mg de suporte glioxil foram adicionados a ImL de reagente
de Schiff contendo fucsina basica 0,67% m/v, bissulfito de sodio 0,67% m/v e pH 4,5,
ajustado com HCI concentrado para evitar qualquer solubilizacdo dos suportes a base de
quitosana previamente ativados com grupos amino bloqueados. Amostras eram mantidas

em repouso por 24h e, posteriormente, 2mL de dgua destilada eram adicionados a
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suspensdo. Apds decantacdo de aproximadamente 10 minutos, a absorbancia do
sobrenadante era lida em comprimento de onda de 450 nm. A concentragdo de grupos
aldeidos em glioxil agarose pode ser calculada através do consumo de periodato de sédio
durante oxidacdo. Entretanto, essa metodologia para glioxil-quitosana ndo ¢ precisa, pois o
periodato ¢ consumido na propria reagdo com a quitosana. A concentracdo de grupos
glioxil em géis de quitosana foi obtida comparando as absorbancias durante a rea¢do do
reagente de Schiff com aquelas obtidas pelo gel glioxil-agarose com diferentes
concentragdes conhecidas de aldeido por grama de gel (ADRIANO, 2008). Obteve-se uma
curva de calibragdo da absorbancia em func¢do da concentracdo de aldeidos em glioxil-
agarose. Deste modo, calculava-se a concentracdo de aldeidos em géis de quitosana com
base na absorbancia encontrada utilizando a curva de calibragdo obtida para o gel glioxil-

agarose.

3.2.9 Preparacio de epdxi-quitosana-alginato

Dez gramas de quitosana 2,5% (m/v) foram dissolvidos em 400mL de solucdo de
acido acético 5% (v/v) e mantidos sob agitagdo mecanica. Em seguida, foram adicionados
40mL de metanol e 4mL de anidrido acético para uma acetilacdo parcial da quitosana.
Ap6s 1h, foram adicionados 10g de alginato de s6dio 2,5% (m/v) ao sistema e mantido sob
agitacdo por lh. Esta solucao foi adicionada em 3,6 L de solugao de NaOH 0,1 M para a
formacdo do gel e mantidos sob moderada agitacdo por 4h e depois lavado com agua
destilada. Para cada 10g de gel obtido, foram adicionados 100 mL de dimetilformamida e
mantido por 30min a 60°C. Em seguida, foram adicionados 0,8 g de KOH dissolvido em
3mL de isopropanol e, ao final, 10mL de epicloridrina, conforme metodologia adaptada de
Fangkangwanwong et al, (2006). O sistema foi mantido sob agita¢do branda a 60°C por
12h. Apds a epoxilagdo, o gel foi lavado com agua destilada e Milli-Q até neutralidade

(ADRIANO, 2008).

3.2.10 Determinacio da quantidade de epoxidos nos suportes

A quantificagdo de grupos epoxidos (oxirano) foi realizada de acordo com
Sundberg e Porath (1974) com pequenas modificagdes. A liberagdo de ions hidroxila foi
acompanhada por neutralizagdo com HCI 0,1M. O suporte contendo epéxidos (100mg) era
adicionado a 15mL de tiossulfato de sodio 1,3M a pH 7,0 (adicdo de HCI) até todo

consumo de epdxidos pelo tiossulfato de s6dio. A quantidade de epdxidos presentes na
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solucdo foi calculada a partir do volume de HCI adicionado para manter a neutralidade da

reacdo (ADRIANO, 2008).

3.2.11 Imobilizacdo de D-hidantoinase em glioxil-quitosana ativados com glicidol
e epoxi-quitosona-alginato

A 1imobilizagdo da D-Hidantoinase foi realizada empregando carregamento de
proteina de 2,50 mg/g de gel em tampao bicarbonato 100 mM pH 10,05 na razdo
Vgel/Vtotal de 1/10, na presenca ou nao de acido hidantdico. A imobilizacao foi realizada
sob agitagdo moderada a 25°C com tempos de imobilizagdo de 3 a 24 h. Amostras do
sobrenadante e da suspensdo total foram coletadas para a quantificacdo da atividade
enzimdtica e proteina. Ao final, foi adicionado a suspensdo derivado-tampao 1 mg de
NaBH, por mL contendo ou ndo ion Mg”" na concentragio de 10 mM. Apos a etapa de
reducdo, o gel foi lavado com agua destilada em abundancia para a remogdo de enzima

residual e seco por succao a vacuo.

3.2.12 Acompanhamento do processo de imobilizacio por meio do rendimento e
atividade recuperada

A caracterizacdo da enzima, primeiramente, deu-se pela obtencdo da atividade
enzimatica e a massa de proteina/mg por meio de metodologias padrdes de atividade

enzimatica (3.2.15) e método de Bradford, 1976.

Ao iniciar a imobilizagdo, era conhecida a carga enzimatica oferecida (U/g de gel e

mg de proteina/g).

O rendimento de imobilizagdo foi calculado medindo-se as concentragdes de
proteina, bem como atividade enzimatica no branco (contendo somente tampao apropriado
e enzima), na suspensdo para verificar efeito de diluicdo devido a adicdo de gel e no

sobrenadante ao decorrer do processo de imobilizagao.

A percentagem de enzima ndo imobilizada (%NI) foi calculada dividindo-se a
atividade remanescente no sobrenadante (47r) da imobilizagdo pela atividade enzimatica
no branco ao final da imobilizacdo (45F), tendo em conta a diluicdo devido a adi¢ao do
suporte, que era determinada pela razdo entre atividade no branco inicial (4p) e atividade
na suspensao (Asusp). Assim, conhecendo-se o numero de unidades enzimaticas oferecidas
por grama de gel, obtinha-se a quantidade de enzima remanescente, isto ¢, que ndo fora

imobilizada de acordo com a equagdo 3.3.
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Logo, a atividade tedrica (Afresrics) foi obtida como (100-NI)%. Ao finalizar a
imobilizacdo, a atividade aparente do gel era medida (A¢s.;)) € comparada a atividade
teoricamente imobilizada (A¢7esrica). A atividade recuperada (Atgecuperads) fO1 €ntdo a razao
entre atividade aparente obtida no gel pela atividade teoricamente imobilizada de acordo

com a equacao 3.4.

4
Y%odt = o100 (3.4)

Re cuperada
Tedrica

Vale ressaltar que o rendimento de imobilizagdo também foi acompanhado pelo

desaparecimento de proteina no processo através do método de Bradford.

3.2.13 Preparacio dos polialdeidos pela oxidacao da dextrana

Cento e vinte e cinco miligramas de dextrana (PM 40000) foram dissolvidas em
37,5 mL de agua Milli-Q (3,33mM de dextrana contém 184,8mM de glicose) e adicionado
3g de periodato de sddio (CARDIAS, 2000). Esta quantidade corresponde a dois moles de
periodato por molécula de glicose. A mistura foi mantida sob agitagdo a temperatura
ambiente por 3 h. Posteriormente, a solugdo foi dializada em 5 mL de agua Milli-Q a
temperatura ambiente mudando-se a dgua 5 vezes durante o processo a cada 3 h em
camara fria a 4°C. A solucdo de polialdeido foi usada no mesmo dia ou entdo guardada em

congelador.

3.2.14 Estabilizacdo com polidextranas

Ap6s a imobilizagdo em gel glioxil-agarose, um volume 9 vezes maior que a massa
de gel de agarose da solu¢do de polidextrana, preparada como no item 3.2.12. foi
adicionado a solucao de imobilizacao e mantidos sob essa condi¢ao por 24 h a 25°C. Logo
em seguida, a etapa de reducdo do gel foi feita usando 1mg de NaBH,4 para ImL de

solugdo (CARDIAS, 2000).
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3.2.15 Determinacio da concentracio de proteina

O teor de proteina da preparagao enzimatica comercial de hidantoinase foi
quantificado pelo método de Bradford, 1976, baseado na ligacdo do corante Coomassie
Brilliant Blue G-250 a proteina. Para a determinacdo de proteinas, 100ul de amostra foram
adicionados em 5 mL da solucdo de Bradford e mantido sob repouso por 5 min. A leitura
foi realizada a 595nm. Este método foi selecionado em fun¢ao de nao sofrer interferéncias
significativas de cations e carboidratos, presentes em algumas das amostras de enzimas.
Albumina bovina cristalina (BSA) foi usada como padrdo para construir a curva de

calibracdo na faixa de 0 a 0,6 mg/mL.

3.2.16 Determinacio da atividade da D-hidantoinase livre

A atividade da D-hidantoinase foi determinada pelo método de hidrdlise, conforme
metodologia adaptada de Morin (1993). Uma massa de 10,5 mg de enzima em pd foi
solubilizada em ImL de tampao borato 100mM pH 9,0 e esta solucao enzimatica foi
adicionada em 10 ml da solugdo de hidantoina 100mM. O sistema reacional foi mantido
sob agitagcdo durante 30 min a 30°C. A cada 5 min, aliquotas de 400 pL dessa solucdo era
adicionada a 1,4 pL de acido tricloroacético (TCA) 12% para a inativagdo da enzima e
adicionado 200 pL de dimetilaminobenzaldeido (PDAB) (10%) em HCI 6,0M. Apds 10
min, essa solugdo foi centrifugada (10.000 rpm) por 2 min a 20°C. A quantidade do
produto formado (Acido Hidantoico) foi determinada por espectrofotometria a 450 nm em
cubeta de vidro, utilizando a curva de calibragdo previamente elaborada. Uma unidade de
hidantoinase (U) foi definida como a quantidade de enzima que gera lumol de acido
hidantéico por minuto a 30°C e pH 9,0. A atividade foi calculada pela equagéo 3.5.

a xVreator(ml)

Atividade(UI | ml) = @3.5)

Venzima(ml)

Em que: a € a concentracao de acido hidantoico produzida por min; Vreator ¢ o volume do
meio reacional ¢ Venzima ¢ o volume de enzima adicionada na reagdo de hidrolise do

substrato.

3.2.17 Determinacio da atividade da D-hidantoinase imobilizada

A atividade da D-hidantoinase imobilizada foi determinada pelo método de
hidrélise conforme metodologia adaptada de Morin (1993). Uma massa de 0,1g do

derivado imobilizado foi colocado em reagdo com SmL de hidantoina 100mM mantendo
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sob agitagdao. Durante tempos pré-determinados, uma aliquota de 400 uL dessa solugao foi
retirada com um filtro e adicionada a 1,4 pL de acido tricloroacético (TCA) 12% para
interromper a reagdo ¢ 200 puL. de dimetilaminobenzaldeido (PDAB) (10%) em HCI 6,0M.
A quantidade do produto formado (Acido Hidantoico) foi determinada fazendo-se a leitura
em espectrofotometro a 450 nm em cubeta de vidro utilizando a curva de calibragdo

previamente elaborada.

3.2.18 Estabilidade térmica da enzima soluvel e imobilizada

O efeito da temperatura na estabilidade da D-Hidantoinase livre e imobilizada foi
determinado por meio da incubacdo de 0,1g da enzima livre e do derivado a 70°C em
tampao borato (100mM) pH 9,0. Em intervalos regulares de tempo, as amostras foram
retiradas e imediatamente resfriadas em banho de gelo para interromper a reacdo de
inativacdo. A atividade enzimatica no inicio foi considerada como 100% e nas amostras
retiradas nos intervalos de tempo pré-determinados, mediram-se a atividade enzimatica,
expressa como porcentagem da atividade inicial. Um modelo de dois pardmetros proposto
por Sadana e Henley (1987) foi ajustado aos dados experimentais de inativacao térmica. O
modelo admite decaimento segundo uma reacdo de 1% ordem para a fragcdo (1-a) da

enzima, sendo o.uma constante conforme mostra a equagao 3.5.

a, =(1—a)xexp(—kt)+a (3.6)

Sendo ap atividade relativa (adimensional); a ¢ a relacdo entre a atividade
especifica no estado final 4 e no estado inicial A;; k constante de desativacdo de primeira
ordem (tempo') . O pardmetro & descreve o processo de desdobramento ou inativago
enzimatica e a, o nivel de estabilizagao da atividade. Fatores de estabilidade (FE) foram
obtidos como a razdo entre o tempo de meia vida (t;) dos derivados e o tempo de meia

vida da enzima livre nas mesmas condi¢des do ensaio.

3.2.19 Analise de aminoacidos de D-hidantoinase soluvel e imobilizada

Enzima livre e imobilizada (ambos contendo aproximadamente 2mg de proteina)
foram hidrolisados em HCI (6,8M) a 105°C por 24h. A mistura foi seca a 75°C por 24h. O

extrato de aminoacidos foi dissolvido em tampao citrato de sédio 0,2M, pH 2,2 e a
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suspensao foi centrifugada a 10.000xg por 4 minutos. Diluiu-se a parte liquida em é4cido

tricloroacético 10% v/v em 1/1 e centrifugou-se novamente.

A andlise de aminoacidos em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) seguiu
o método da Waters Pico-Tag”. Antes da separagdo em coluna, os amino4cidos presentes

na amostra reagiram com PITC formando derivados de PTC.

3.2.20 Estimativa da carga maxima de hidantoinase imobilizada em glioxil-
agarose e epoxi-quitosana-alginato

Ensaios de capacidade maxima de imobilizagdo de D-hidantoinase foram

realizados para os melhores derivados ativados com glicidol (glioxil-agarose) e com

grupos epoxi (quitosana-alginato-epoxilada) As cargas enzimaticas oferecidas variaram de

2,5a 200 mg de enzima g de gel, de acordo com procedimentos de imobilizagio descritos

nos itens 3.2.9 e 3.2.10, respectivamente.

3.2.21 Eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS-PAGE

A estimativa da massa molecular da enzima D-hidantoinase foi realizada por
eletroforese em condicdo desnaturante — SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) em um sistema
Hoefer mini VE da Amershan Pharmacia Biotech.

As amostras foram preparadas com a adi¢ao de tampao de ruptura a uma solucao
da enzima 2,2 mg/mL, na propor¢do de 1 : 2 v/v (tampdo : amostra) e a mistura foi
aquecida a 100°C por 5 min. O tampao de ruptura utilizado era composto por uma solugao
tampao de Tris-HCI (0,125 M, pH 6,8), solucdo de SDS (4% m/v), azul de bromofenol
(0,025% m/v), glicerol (20% v/v) e agente redutor f—mercaptoetanol (0,1 M). Um volume
de 10 pL da amostra preparada foi aplicado no gel de poliacrilamida composto por um gel
de empilhamento de 4% seguido de um gel de resolucao de 10%. O sistema de eletroforese
foi entdo submetido a uma corrente de 15 mA durante a migragao das proteinas no gel de
empilhamento e de 20 mA durante o gel de separacdo. O gel foi revelado com solugdo
corante de Coomassie Brilliant Blue G-250 por 30 min. Ao final, o gel foi incubado em
uma solucdo descorante composta por etanol (25 % v/v), acido acético (8 % v/v) e dgua
destilada.

A massa molecular da proteina de interesse foi estimada utilizando-se padrdes de
massa molecular conhecidos, na faixa de 15 a 220 kDa (BenchMark Protein Ladder —
Invitrogen®), 10 a 225kDa (Broad Range Protein Molecular Weight Markers — Promega)
e 14,4 a 94kDa (Low Molecular Weight Calibration kit for SDS Electrophoresis -
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Amershan Pharmacia Biotech), além do software de digitalizacao de imagens Doc. It LS —
UVP, utilizado para a fotodocumentacao das analises realizadas.

Foi realizada também uma andlise por SDS-PAGE da enzima imobilizada em
agarose para avaliar se sob condi¢cdes desnaturantes ocorreria o desprendimento de
subunidades da enzima imobilizada ou se todas as quatro cadeias polipeptidicas da D-
Hidantoinase estariam ligadas covalentemente ao suporte. Para esta analise, 20 mg do
derivado foi incubado em 100 pL de tampao de ruptura, e 10 uLL da mistura foi submetida

a analise em gel de poliacrilamida 10%.

3.2.22 Preparo das amostras injetadas nos cromatografos

Solugdes estoque das amostras utilizadas foram preparadas nas concentracdes de

20pg/ml, solubilizadas na fase mével ou em dgua deionizada.

3.2.23 Protocolo padrao para producido do N-carbamoil-D-fenilglicina a partir da
hidrolise basica da D,L-fenilhidantoina.

A hidrolise da D,L-fenilhidantoina para gerar o N-carbamoil correspondente foi
feita em um reator encamizado de 50mL a 30°C, contendo 20 mL de tampao borato/KCl
0,1M, pH 9,0, 20mM de fenilhidantoina e 194Ul de D-hidantoinase de Vigna angularis,
segundo metodologia adaptada Arcuri ef al/, 2000. A mistura reacional foi mantida sob
suave agitacdo mecanica até que a reacdo se totalizasse. No decorrer da reacdo foram
retirados aliquotas de 1ml que foram posteriormente tratadas com 1 mL de acetonitrila
para precipitagdo da proteina. Em seguida o pH foi ajustado para 7,0 e as amostras
centrifugadas durante 5 min, a 14000 rpm. O sobrenadante foi retirado e analisado em
HPLC no sistema da Waters, na coluna OD C-18, fase mével metanol/dgua (70:30),
volume de injecdo 10 pl a 25°C. Apds o término da reacdo adicionou-se HCI concentrado
para precipitacdo do produto desejado. Esta metodologia de hidrolise foi a mesma
utilizada para a enzima livre e imobilizada. O sistema de hidrolise utilizado esta melhor

esquematizado na Figura 3.2.
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A (B)

Figura 3.2. Foto representativa da reacdo de hidrolise: (A) sistema

completo e (B) somente o reator e agitador mecanico.

3.2.24 Caracterizacdo do N-carbamoil-D-fenilglicina através da técnica de
infravermelho.

v" D,L-fenilhidantoina:
LV. (V max., KBr, cm™! ) : 3311, 2942, 2766, 1718, 1553, 1280, 1021, 849, 755.
v" N-carbamoil-fenilglicina:

LV. (Vmix, KBr, cm™ ) : 3145, 2103, 1615, 1509, 1350, 1125, 911, 735, 669.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao da enzima solavel

4.1.1 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica

Devido a fragil estrutura tercidria das enzimas, pequenas alteragdes na temperatura
podem provocar variagdes na estrutura sendo essas reversiveis ou irreversiveis, o que pode
ocasionar a perda da capacidade de atuar como catalisador. Para verificar a influéncia da
temperatura sobre a atividade catalitica de D-hidantoinase, a mesma foi determinada no
intervalo de 20 a 80°C e os resultados estdo mostrados na Figura 4.1, em termos de
atividade relativa. Observa-se que ha uma faixa 6tima de temperatura entre 50-70°C,
sendo a temperatura de méaxima atividade 60°C. Apo6s 80°C foi verificada uma queda

acentuada da atividade enzimatica chegando a quase total inativacao.
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Figura 4.1. Influéncia da temperatura sobre a atividade da D-Hidantoinase solavel.

Atualmente, sdo encontrados varios estudos da influéncia de temperatura para
varias D-hidantoinases como a temperatura 6tima da hidantoinase de Methanococcus
jannaschii que foi de 80°C (CHUNG et al, 2002). Durhan ¢ Weber (1995), ao estudarem
D-hidantoinase de Agrobacterium tumefaciens, verificaram que esta enzima apresentava
temperatura 6tima a 70°C. A temperatura 6tima de D-Hidantoinase proveniente de Vigna

angularis, encontrada neste trabalho, ¢ a primeira a ser relatada em toda literatura.
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4.1.2 Efeito do pH sobre a atividade enzimatica

Um dos mais importantes parametros da atividade enzimatica ¢ o pH, uma vez que
a concentragdo de hidrogénio no meio pode afetar a estrutura tercidria da enzima e o grau
de ionizacdo de substratos, produtos e de residuos que fazem parte do sitio ativo. O efeito
do pH na atividade da enzima livre foi investigado e os resultados sdo mostrados na Figura
4.2. Fica evidente que o pH de maxima atividade da enzima livre foi 10, mostrando o
carater basico da enzima, o que torna interessante imobilizad-la multipontualmente em pH

10,05.
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Figura 4.2. Influéncia do pH na atividade da D-Hidantoinase livre medido a 30°C.

Os valores de pH 6timo para hidantoinases de Bacillus sp. AR9 (SHARMA e
VOHRA, 1997 apud CHUNG et al, 2002), Agrobacterium tumefaciens (DURHAM e
WEBER, 1995) e Pseudomonas fluorescens DSM84 (MORIN et al, 1986 apud CHUNG
et al, 2002) se encontram no intervalo de pH de 8,5-10. Nao ha na literatura dados que se
referem ao valor de pH de D-hidantoinase de Vigna angularis como apresentado no

presente estudo.

4.2 Imobilizacao da D-hidantoinase em gel glioxil-agarose 6BCL

As condigdes de imobilizacdo da D-hidantoinase neste suporte sdo aquelas
estabelecidas por Guisan (1988), ou seja, 25°C, pH 10,05.
A D-hidantoinase foi inicialmente imobilizada em suporte glioxil-agarose 6BCL

(ativado com concentragdo de grupos aldeidos 75 pmoles de grupos aldeidos/mL de gel)
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na auséncia de acido hidantdico, por 3 h de reacdo e com carga enzimatica de 2,5 mg de

proteina/g de suporte. A Figura 4.3. apresenta a cinética de imobilizagao.
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Figura 4.3. Acompanhamento da cinética de imobilizacdio de D-hidantoinase
imobilizada em glioxil-agarose 6% a 25°C, pH 10,05, na auséncia de 4cido hidantoico.

A enzima soluvel (branco) manteve-se ativa durante as 3 horas de reacdo. Em 30
min de imobilizagdo, 60% da atividade inicial oferecida desapareceu do sobrenadante e
apos 2 h de incubagdo, toda enzima havia sido imobilizada, com rendimento de
imobilizacao de 100%.

ApoOs as 3 horas de imobilizagdo, foi realizada a etapa de redugdo com NaBH,.
Para muitas enzimas ocorre uma grande perda de atividade, pois o borohidreto rompe
algumas liga¢des presente nas enzimas, como ligacdes de dissulfeto, o que justificaria a
atividade recuperada de 42%. Para este derivado o fator de estabilidade foi de 22 vezes,
em relagdo a enzima solavel.

A primeira ligacdo que ocorre entre a enzima € o suporte ¢ muito rapida.
Entretanto, um tempo longo de imobilizagdo ¢ necessario para a formac¢do de novas
ligacdes covalentes multipontuais, o que poderia levar a uma maior estabilizagdo da
enzima imobilizada. Por outro lado, o excesso de ligacdes entre enzima e suporte pode
distorcer a estrutura tridimensional da enzima, causando a perda da atividade catalitica.
Para verificar a influéncia do tempo de imobilizacdo sobre as propriedades cataliticas do

derivado, foi realizada a imobiliza¢ao da hidantoinase durante 24 h ¢ 48h, nas mesmas
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condi¢des adotadas para a imobilizacdo em 3 h. Assim, aumentando-se o tempo de
imobilizacdo espera-se aumento na estabilidade e diminuicdo da atividade recuperada
devido a maior possibilidade de ocorrer distor¢dao da enzima.

Estes derivados também apresentaram total imobiliza¢do da enzima. No entanto, a
atividade recuperada foi de 35% para o tempo de imobilizacdo de 24h e 31% para o de 48h
e o fator de estabilidade foi de 72 e 26, respectivamente. De acordo com os resultados
obtidos, o tempo de imobilizacdo foi um importante parametro para a estabilizacdo do
derivado. A ligeira reducdo da atividade recuperada obtida pelo aumento do tempo de
imobilizacdo se deve ao maior nimero de interacdes covalentes entre a enzima e o suporte
que permite aumentar a estabilidade térmica dos derivados, mas diminui a sua atividade
hidrolitica. Observa-se na Figura 4.4. que o tempo de meia-vida da enzima imobilizada
aumentou com o tempo de imobilizagao.

Foram investigadas outras estratégias para aumentar o valor de atividade
recuperada. Essas estratégias envolveram o uso de ions e de substrato durante a

imobilizacao da enzima.
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Figura 4.4. Inativacao térmica a 70°C, de D-hidantoinase soluvel e de seus derivados em
gel glioxil-agarose 6BCL com " enzima livre, *3h, * 24h e ¥ 48h de imobilizag¢io.
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4.2.1 Utilizacao de ions bivalentes como protetores da D-hidantoinase

A imobilizac¢do na presenga de ion e/ou substratos da enzima permite modificagdo
do seu sitio ativo, com direcionamento da atividade catalitica de acordo com o processo de
interesse (BLANCO et al, 1989).

Morin (1993) relatou que D-hidantoinases sdo enzimas metalodependentes. A
presenca de um ion na solucdo de imobilizagdo pode minimizar mudangas
conformacionais prejudiciais & molécula de proteina, protegendo a enzima de efeitos
negativos do borohidreto de sédio durante a etapa de reducdo. Rai e Taneja (1998)
relataram que o fon Mn”>" melhora a atividade e a estabilidade da D-hidantoinase. Powell
et al, 1994; Kishan et al, 2005 relataram também o uso de outros ions como: Zn2+, Mg2+,
Co™" entre outros, para melhorar a atividade de D-hidantoinases. Para Chung et al, (2002)
os fons Mg®" foram os mais efetivos para a atividade da hidantoinase de Methanococcus
Jjannaschii. D-hidantoinases de Pseudomonas fluorescens foi ativada por Fe* e Mn*"
(MORIN et al, 1986 apud CHEON et al, 2002). As hidantoinases de Bacillus circulans
foram estimuladas pelos fons Co™" , Ni* ¢ Mn®", mas a hidantoinase de Agrobacterium
tumefaciens ndo foi afetada por ions metalicos.

A grande perda na atividade recuperada pode ser atribuida a reducdo do ion
metalico, na etapa de redugdo com NaBHs, uma vez que D-hidantoinase ¢ uma
metaloenzima. Esse fato foi observado por TARDIOLI (2003) quando estudou a
imobilizacdo de CPA (enzima zinco dependente) em glioxil-agarose. Pedroche et al (2007)
também relataram que a presenga de NaBH,4 pode ter efeitos deletérios na estrutura da
proteina devido a clivagem de ligacdes dissulfeto e peptidicas.

Nesta etapa, investigou-se a influéncia de Mn*", Zn** ¢ Mg®" na atividade catalitica
da D-Hidantoinase durante a etapa de reducdo. Estes ions foram selecionados baseados em
estudos de outras D-hidantoinases nas quais os centros ativos possuem ions Mn®" ou Zn**
(KISHAN et al, 2005).

Realizaram-se quatro imobilizagdes de D-hidantoinase em glioxil-agarose e 1
glutaraldeido-agarose (82 pmoles de grupos aldeidos/mL de gel) por 3 h em pH 10,05 a
25°C . As imobilizagdes foram rapidas e com rendimento de imobilizacdo de 100% (ap6s
2 h de reagdo, nenhuma atividade foi observada no sobrenadante da suspensdo de
imobilizacao) e a enzima soluvel (branco) manteve-se ativa durante as 3 h de reagdo. Logo
apos, na etapa de reducdo com borohidreto de sdédio, foi adicionado 10 mM de Mn2+, Zn*

e Mg”". Os resultados das imobilizagdes estdo na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Influéncia de ions na atividade e estabilidade durante a reducao dos derivados
de D-hidantoinase, imobilizados em glioxil-agarose a 25°C, pH 10,05 por 3h com carga
oferecida de 6,8 + 1,3 Ul enzima g™ of gel. Enzima livre: t;,= 0,09 h a 70°C.

Rendimento de

, -3
+
Tons fergzegf)es na imobilizacio  Ar (%) ¢ ﬁn?n“) c 31’; FE
¢ (%)

----- 100 42 0,249 + 1,63 2 22
Mn?* 100 43 0,049 + 0,10 2.8 31
Zn* 100 66 0,014 + 0,00 3,5 38
Mg* 100 84 0,342 + 0,01 2,3 25
2a 4,5 49

Zn 100 17 0,002 + 0,00

a: glutaraldeido-agarose

Os resultados da Tabela 4.1. mostram que a presenca de Mn”", Zn?" ¢ Mg”>" na etapa
de redugdo protegem a enzima, aumentando a recuperacdo de atividade e a estabilidade.
Observa-se que na presenca de fons Mg, a atividade recuperada foi de 84% e um tempo
de meia-vida de 2,3h, 25 vezes mais estavel em relacdo a enzima livre e similar
estabilidade em relacdo a enzima imobilizada sem a presenca de ion na etapa de redugdo.
Entretanto, na presenca do ion bivalente zinco, a atividade recuperada foi de 66% e
permitiu estabilizar mais a enzima (38 vezes). Possivelmente, o ion Zn** protegeu o sitio
ativo da enzima, reduzindo o efeito da temperatura na inativagdo do derivado. De acordo
com trabalhos relatados na literatura, hidantoinases de diferentes procedéncias possuem
em seu sitio ativo fons Zn*" (POWELL et al, 1994; CHEON et al, 2002). Powell et al
(1994) observaram que a presenga de ions bivalentes durante a imobilizacdo de
hidantoinase estabiliza termicamente o derivado, se comparado com os derivados

imobilizados na auséncia de ions, mostrando um efeito similar ao presente trabalho.
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Figura 4.5. Inativagdo térmica a 70°C, de derivados de D-hidantoinase imobilizados em
glioxil-agarose 6% BCL e glutaraldeido-agarose, reduzidos na presenga de Mn**, Zn*" ¢
Mg

Glutaraldeido tem sido muito usado para introduzir ligagdes intramoleculares em
proteinas ou para modificar proteinas adsorvidas em suportes aminados (BETANCOR et
al, 2006). A imobiliza¢do em agarose ativada com glutaraldeido resultou em um derivado
com o tempo de meia-vida de 4,5 h, 49 vezes mais estavel que a enzima livre, entretanto
esse derivado apresentou uma baixa recuperagdo de atividade devido a alta reatividade do
glutaraldeido, o qual pode ser polimerizado sobre a superficie do suporte prejudicando a
difusdo do substrato, bem como distorcendo o centro ativo da enzima durante a

imobilizacdo (ALONSO et al, 2005).

4.2.2 Influéncia do tempo de imobilizacdo na presenca de zinco durante a
reducio

Dentre os resultados apresentados, a suplementagio de ions Zn®>" na etapa de
reducdo foi importante na estabilizagdo dos derivados. May et al (1998) estudando a
hidantoinase de Arthrobacter aurescens DSM 3745, observou que o zinco era essencial
ndo apenas para a atividade catalitica, mas também para a estabilizagdo da estrutura
quaternaria da hidantoinase.

Baseando-se nesses resultados, investigou-se a influéncia do tempo de
imobilizacao sobre a estabilidade térmica da enzima. Primeiramente, a D-hidantoinase, foi
imobilizada em glioxil-agarose, com 76 pmoles de grupos aldeidos/mL de gel, a 25°C (pH

10,05), por 3 a 72 h. Logo ap6s o tempo de imobilizagdo, foi adicionado 10 mM do ion em
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cada imobilizacdo na etapa de reducdo com borohidreto. Os resultados das imobilizagdes
estdo apresentados na Tabela 4.2.
Tabela 4.2. Influéncia do tempo de imobilizagdo dos derivados de D-hidantoinase

imobilizados em glioxil-agarose na presenca de fons Zn*" na etapa de reducio a 25°C, pH
10,05, com 6,8 = 1,3 Ul enzima g'1 of gel. Enzima livre: t;, = 0,09 h a 70°C.

Tempo de Rendimento de

Imobilizacao imobilizacio ?r Kax 1(.)-3.?: ° bz FE
=y %) (%) (min™) (h)

3 100 66 0,049 £ 0,10 3,6 40

24 100 58 0,014 + 0,00 8,1 89

48 100 37 0,213 £ 0,00 4,0 44

72 100 36 0,008 = 0,092 1,7 18

Os derivados de D-Hidantoinase, reduzidos na presenca do ion Zn2+, foram
incubados em tampao borato pH 9,0 (100 mM) a 70°C. As atividades residuais foram
medidas a 30°C sobre a hidrélise da hidantoina. De acordo com a Tabela 4.2, a atividade
recuperada dos derivados reduziu com o aumento do tempo de imobilizagcdo, conforme
descrito anteriormente. Os tempos de meia-vida dos derivados variaram entre 1,7 ¢ 8,1 h,
quando imobilizados em 72 e 24 h, respectivamente. O derivado imobilizado em 24 h foi o
derivado mais estavel, 89 vezes mais estavel que a enzima solivel. O aumento do tempo
de imobilizacdo de 3 para 24 h, permitiu aumentar consideravelmente a estabilidade
térmica da enzima da ordem de 2,5 vezes, mostrando que o aumento do tempo de
imobilizacao esta intimamente relacionado com o aumento da estabilidade térmica dos
biocatalisadores. No entanto, verifica-se que para tempos de imobilizacdo superiores a 24
h, houve uma reducdo do fator de estabilidade. Em 48 h, o perfil cinético de inativacdo da
enzima foi similar ao derivado imobilizado em 3 h (Figura 4.6), estabilizando em 44 vezes
quando comparado com a enzima soluvel. Quando o tempo de imobilizacao foi de 72 h, o
fator de estabilidade decresceu 18 vezes em relacdo ao derivado obtido em 24 h. Este
comportamento também foi observado em estudos realizados por Tardioli (2003) sobre a
imobilizacdo de carboxipeptidase (CPA) em géis glioxil-agarose. Pode-se supor que essa
redu¢do na estabilidade ocorre porque com o aumento do tempo de imobilizagao, aconteca
uma multi-interacdo intensa e essa distorce muito a estrutura molecular, inativando uma
boa fracdo de eznimas e deixando outras muito frageis, ou seja, enfraquecendo ligagdes

que mantém a integridade da estrutura molecular, mas nao inativando. Ao variar as
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condi¢des do meio (alta temperatura) essas ligacdes fragilizadas podem romper-se mais

facilmente, inativando a enzima.
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Figura 4.6. Inativacdo térmica da D-hidantoinase a 70°C em diferentes tempos de
imobilizacao.

4.2.3 Uso de acido hidantoico na imobilizacido e de ions na etapa de reducio

Primeiramente, a D-hidantoinase foi imobilizada em glioxil-agarose com 82
umoles de grupos aldeidos/ml de gel a 25°C (pH 10,05), por 3 h de reacdo com adicao
simultdnea de 10mM de 4cido hidantdico. Logo em seguida, na etapa de reducao,
utilizaram-se os dois melhores fons protetores, Zn>" ¢ Mg*".

Como mostrado anteriormente, a atividade recuperada dos derivados incubados na
presenca somente de ions Mg”" e Zn”", foi de 84 ¢ 66% respectivamente. A suplementagio
de 4cido hidantdico, produto da reagao de hidrolise da enzima em estudo, durante a
imobilizagao reduziu a atividade recuperada dos derivados em 56 e 32% quando incubados

. 2+ 2+ . o .
com os fons Mg~ e Zn", respectivamente. Os resultados estdo sumarizados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3. Influéncia do 4acido hidantdico na atividade e estabilidade durante
imobilizacao e reducao derivados de D-hidantoinase na presenga de ions, imobilizados em
glioxil-agarose a 25°C, pH 10,05 por 3 h com carga oferecida de 6,8 + 1,3 UI enzima g’
of gel. Enzima livre: t;,= 0,09 h a 70°C.

Reducio na 3
+
Imobilizacao presenca de Ry (%) (‘;R) Iid ();nli?l'l) 31/; FE
NaBH, ¢
Acido Hidantoico Com Mg2+ 100 56 1,58+0 7,3 80
Acido Hidantoico Com Zn*" 100 32 1,97+0 5,9 65

Verificou-se que a adi¢do de acido hidantoico reduziu a afinidade da enzima pelo
substrato. Mesmo apos sucessivas lavagens dos derivados ap6s a imobilizagdo, alguns
tracos de acido hidantdico permaneceram ligados ao sitio ativo da enzima, mostrando que
o produto da reacdo exerce um efeito de inibicdo a enzima, resultando, portanto, na
reduc¢do da atividade catalitica da enzima.

A suplementacdo de acido hidantdico foi importante para a estabilizagdo térmica
dos derivados como observado na Tabela 4.3. Derivados imobilizados na auséncia deste
composto, mas com a presenca de ions na etapa de redugdo, o fator de estabilizacdo foi de
25 ¢ 38 quando reduzidos na presenca de Mg®™ e Zn*". No caso do derivado reduzido na
presenca de Mg®", a suplementacéo de acido hidantéico aumentou para 80 vezes o fator de
estabilidade. Para o derivado reduzido na presenca de Zn**, a estabilizacdo foi aumentada
para 65 vezes. Estes resultados ressaltam a hipdtese de que o acido hidantdico interage
com o sitio catalitico da enzima, protegendo a enzima da influéncia da temperatura. O
perfil cinético de inativagdo da enzima imobilizada na presenca de acido hidantdico é

mostrado na Figura 4.7.
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Figura 4.7. Inativagdo térmica de D-hidantoinase a 70°C, na presenca de &cido
hidantéico durante a imobilizagdo e ions protetores durante etapa de reducdo com
borohidreto.

Em ambos os casos, o perfil de inativacdo foi similar. Apds 27 h de incubagdo a
70°C, total inativa¢do dos derivados foi observada para o derivado reduzido na presenca
de ion Zn>*. Porém, para o derivado reduzido na presenca de fons Mg”", a inativacio total
do derivado foi verificada ap6s 30 h, mostrando um ligeiro acréscimo na estabilidade
térmica quando se utilizou este ion.

Com o intuito de aumentar a estabilidade térmica deste derivado, foi empregada a
técnica de entrecruzamento da enzima com polidextrana apds a imobilizacdo. A
dissociagao de subunidades de enzimas multiméricas ¢ um dos principais fatores da
inativagdo da estrututa quaternaria das enzimas (CARDIAS, 2000; MATEO et al, 2006b).
Esta estratégia tem sido amplamente empregada na estabilizacdo térmica de enzimas
multiméricas (CARDIAS, 2000; MATEO et al, 2006b). Enzimas multiméricas
entrecruzadas por polidextrana, ap6s a imobilizagdo, como B-galactosidase de Thermus
spp. € a-aminodcido éster hidrolase de Acetobacter turbidans foram mais estaveis
termicamente se comparadas com os derivados ndo entrecruzados (MATEO et al, 2006b).
No entanto, foi verificada reducdo da atividade recuperada destes derivados decorrente das
limitagdes difusionais ocorridas apds o entrecruzamento (MATEO et al, 2006b). Neste
estudo, foram testadas D-hidantoinase imobilizada em gel glioxil-agarose na presenca de
acido hidantoéico. O volume de polidextrana foi de 27 ml. De acordo com os resultados
obtidos, apds o entrecruzamento, foi verificada total inativagdo do derivado nao-reduzido

com NaBHj. Possivelmente, o entrecruzamento com a polidextrana promoveu a interacao
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de seus grupos aldeido com o sitio ativo da enzima. Esta classe de enzimas possui grupos
lisina em seu sitio ativo (KISHAN et al, 2005), o que pode ter interagido covalentemente
com a polidextrana e inativando a enzima. Em suma, o entrecruzamento de derivados de
D-hidantoinase com polidextrana ndo foi uma boa alternativa para a estabilizagdo do

derivado.

4.2.4 Influéncia do tempo de imobilizacdo na presenca de acido hidantoico e
Mg2+

A multi-intera¢do enzima-suporte ¢ um processo lento (MATEO et al, 2006). Estas
multi-interacdes sdo favorecidas com o aumento do tempo de imobiliza¢do, conferindo
maior estabilidade aos derivados. Neste contexto, foi avaliado o aumento do tempo de
imobilizacdo de D-hidantoinase na presenca de 4cido hidantdico. Os resultados referentes
a influéncia da adigdo deste acido durante a imobilizagdo sobre as propriedades cataliticas
dos derivados sao mostrados na Tabela 4.4. Nota-se que o aumento do tempo de
imobilizacdo na presenca de 4cido hidantodico reduziu drasticamente a atividade hidrolitica
da enzima, o mesmo pode ser observado para a estabilidade térmica. Esta reducdo sobre a
atividade hidrolitica e estabilizagdo térmica pode ser explicada pela intensa interacdo deste
acido com o sitio ativo da enzima, ocasionando a formag¢ao de um complexo enzima-acido
bastante estdvel que inativou a enzima. Mesmo apds sucessivas lavagens com agua
bidestilada, ndo foi possivel recuperar a atividade inicial da enzima. Com o aumento do
tempo de imobilizagdo esta interagdo foi favorecida, ocasionando perda total da atividade

enzimatica apds 72 h de imobilizagao.
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Tabela 4.4 Influéncia do tempo de imobilizagdo de D-hidantoinase imobilizada em gel
glioxil-agarose na presenca de acido hidantdico na imobilizacdo e fon Mg®™ na etapa de
reducdo em glioxil-agarose a 25°C, pH 10,05 com carga oferecida de 6,8 + 1,3 Ul enzima
g'1 of gel. Enzima livre: t;, = 0,09 h.

3 tin
Reducao na
ilizaci o Ry (%) Ax (%) FE
Imobilizacao presenca de M)
NaBH,
Acido 2
Hidantoico Mg™ (3h) 100 56 7,3 80
Acido -
Hidantbico Mg (6h) 100 42 2,64 28,87
Acido 2 100
Hidantoico Mg™ (24h) 10 S -
Acido 2+ 100
Hidantbico Mg (48h) 5 _ o
Acido 2t
Hidantoico Mg (72h) 100 0 - -

De acordo com os resultados apresentados, o melhor derivado obtido foi D-
hidantoinase imobilizada em glioxil-agarose por 24 h na presencga do ion zinco na etapa de
redug¢do com borohidreto de sdédio, com rendimento de imobilizagao de 100% e 58% de
atividade recuperada e fator de estabilizacdo de 89 vezes, em relagdo a enzima solavel
(Tabela 4.2 pagina 55). No entanto, a agarose ¢ um suporte de alto custo e como
alternativa foram testados géis de quitosana, um suporte com baixo custo e com
propriedades fisicas e quimicas que possam promover a estabilizacdo da enzima D-

hidantoinase.

4.3 Imobiliza¢do da D-hidantoinase em géis de quitosana

Quitosana tem sido muito empregada na imobilizacdo de enzimas e a sua utilizagdo
proporciona resultados satisfatorios na estabilizacdo de enzimas de diferentes fontes como
lipases, tripsina, quimotripsina, celulase, [B-galactosidase. Estes estudos vém sendo
realizados no Laboratorio de Tecnologia Enzimatica da UFSCar, com resultados
promissores, mostrando que a quitosana ¢ um suporte atraente na imobilizacdo e
estabilizacdo de enzimas devido ao seu baixo custo em relagdo as matrizes disponiveis
comercialmente. No presente trabalho, foi empregado dois tipos de géis de quitosana
sintetizados em laboratorio como alternativa ao gel de agarose. Na Tabela 4.5. sao
apresentados os parametros de imobilizagdo de D-hidantoinase imobilizada em glioxil-

quitosana e quitosana-alginato epoxilada.
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Tabela 4.5. Imobilizacdo de D-hidantoinase imobilizada em gel glioxil-quitosana-
alginato e quitosana-alginato-epoxilada na auséncia ou na presenca do fon Mg*" ou 4cido
hidantoico a 25°C, pH 10,05 por 3 h e/ou 24h com carga oferecida de 6,8 + 1,3 Ul enzima
g'1 of gel. Enzima livre: t;, = 0,09 a 70°C.

Tipo de
suporte e R o Ar tin
agente de Imobilizacio R (% (%) (h)
ativacao
Glioxil-
quitosana-
alginato
Glioxil-
quitosana-
alginato
Quitosana-
alginato- Sem ions(24h) 62% 0
epoxilada
Quitosana- Acido
alginato- Hidantéico(24h) 62% 0
epoxilada
Quitosana-
alginato-
epoxilada

Mg (3h) 10% 0

Mg**(24h) 29%

2+
Mg™(24h) 100 40 2,48 27,2

Observa-se que as imobilizagdes em quitosana ativadas com glicidol, mesmo em
diferentes tempos, 3 h e 24 h, o rendimento de imobilizacao foi muito baixo, da ordem de
10% e 29% e o derivado nao apresentou atividade. A inativagdo da enzima durante a etapa
de imobilizacdo em glioxil-quitosana-alginato se deve ao fato de que grupos amino livres
da quitosana funcionam como sitios de adsorcdo de elevada afinidade por metais
bivalentes, desnaturando assim a enzima. Como foi verificado anteriormente, D-
hidantoinase ¢ uma metaloenzima e a presenca de ions durante a imobilizacdo reduz a
perda de atividade. O uso do gel de quitosana ativado com grupos glioxil reduziu
drasticamente o rendimento de imobiliza¢do se comparado com a agarose. Possivelmente
este baixo rendimento se deve a “pobre” congruéncia geométrica do gel de quitosana. Gel
de agarose possui poros com geometria favordvel ao processo de imobilizagdo e
estabilizagdo e no caso da quitosana, a baixa porosidade da matriz pode ter influenciado
negativamente na imobilizacdo/estabilizagdo da enzima. Resultados similares foram
obtidos por Mendes et al, (2006) em imobilizacao de lipase de Thermomyces lanuginosa
em gel de quitosana e quitosana-alginato. A utilizacdo de géis hibridos favoreceu a
imobilizacdo da enzima, com consideravel incremento sobre a atividade da enzima e a
estabilizacdo térmica do derivado em relagdo ao gel de quitosana sem a adi¢do de outros
biopolimeros. Isto se deve a formag¢ao de um suporte com maior porosidade e a alteragao

do microambiente interno que favoreceu a atividade catalitica da enzima.
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De acordo com os resultados relatados acima, uma nova estratégia foi estudada na
imobilizacdo covalente da enzima em suporte com elevada concentragdo de grupos
epoxidos (220 pmoles.g™ de gel). Em geral, a imobilizacdo de enzimas nestes suportes
epoxido ocorre em duas etapas: (i) a adsor¢do fisica de proteinas por interagcdes
hidrofébicas e (ii) ap6s a adsor¢do, os grupos nucleofilicos da enzima reagem com o0s
grupos epoxidos por ligacdo covalente. O procedimento de obtengdo do suporte foi
dividido em duas importantes etapas: (i) uma acetilagdo parcial dos grupos aminos da
quitosana com anidrido acético, pois isso diminuiria a capacidade de adsor¢cdo de ions
metalicos durante a imobilizagdo e (ii) geracdao de grupos oxiranos através de reacdo com
epicloridrina. Esse suporte foi testado na imobilizagdo da D-hidantoinase no tempo
minimo de 24 h na auséncia e na presenca de acido hidantdico ou Mg”>". O melhor
derivado obtido foi o quitosana-alginato epoxilado imobilizado na presenca do jon Mg*",
pois apresentou 100% de rendimento de imobilizag¢do e 40% de atividade recuperada. Este
derivado foi 27,2 vezes mais estavel que a enzima soluvel. D-hidantoinase imobilizada em
glioxil-quitosana-alginato, nas mesmas condicdes reacionais (presenca de fon Mg*" por 24
h) imobilizou apenas 29% da atividade oferecida, no entanto, ndo foi possivel quantificar a
atividade catalitica do derivado. Esta inativa¢do da enzima ¢ decorrente da quelagao do ion
bivalente pelos grupos amino livres da quitosana. E importante ressaltar que o suporte
epoxilado, os grupos amino do suporte sdo parcialmente acetilados. De acordo com a
literatura, quitosana ¢ empregada em processos de purificacdo de dguas para a remogado de
metais pesados como mercurio, cddmio, chumbo e outros pelo fato de que os grupos
amino formam ligagdes coordenadas covalentes com estes ions (LI e BAI, 2005). Esse
aumento no rendimento de imobilizagdo também se deve ao fato de que os grupos epoxi
do suporte sdo bastante reativos em pH alcalino e sofrem ataque nucleofilico de grupos
reativos da enzima tais como hidroxilas, amino ¢ SH, aumentando assim o fator de
estabilidade. Na auséncia do ion hd um rendimento de imobilizagdo de 62%, valor similar
ao derivado imobilizado na presenga de acido hidantéico (Tabela 4.5). Porém, a adicao de
ion na imobilizagdo, total imobilizacdo da enzima foi observada. Isto mostra que a etapa
de acetilacdo do suporte realmente foi importante para a imobilizacdo e manteve a
estrutura ativa da enzima e pode ser explicado também porque o fon Mg®" atuou 4cido de
Lewis, protonando os grupamentos epoxidos e assim facilitando sua abertura para a total
imobilizacdo com a enizma (Clayden, 2000). Este comportamento foi observado por
Adriano (2008) na imobilizagdo de Carboxipeptidase A (CPA), uma enzima zinco

dependente. Em gel de quitosana-alginato sem a etapa de acetilagdo e ativado com glicidol
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ou epicloridrina foi observada uma baixa atividade hidrolitica e estabilizagcdo. No entanto,
a utilizagdo de quitosana-alginato acetilado e epoxilado possibilitou um incremento

bastante significativo sobre estes parametros.

4.4 Avaliacio do grau de interacio entre enzima e suporte

A hidrolise acida de hidantoinase soluvel e imobilizada em glioxil-agarose por 3 h
foi realizada com o objetivo de investigar quais os aminoacidos estdo relacionados com o
processo de imobilizagdo. Os aminoacidos hidrolisados obtidos foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Como a hidrdlise 4cida ndo cliva a
ligagdo enzima e suporte, por diferenca entre a concentracdo destes aminoacidos na
enzima soluvel e apds o processo de imobilizagdo, pode-se, entdo, estimar os aminoacidos
envolvidos na imobilizagdo (MANRICH et al, 2008). Os resultados estdo sumarizados na
Tabela 4.6. Foram analisados somente os aminodcidos presentes na superficie externa da
enzima e que possam interagir com os grupos reativos do suporte como acido glutdmico e
aspartico e lisina.

Os aminodcidos acidos glutamicos e aspartico, juntamente com a treonina ndo se
ligaram covalentemente com o suporte. As concentracdes destes aminodcidos na enzima
soluvel e imobilizada ndo foram alteradas apds a imobilizagdo. No entanto, a concentragdo
de residuos de lisina foi reduzida em torno de 33% para ambos os derivados no tempo de
imobilizacdo de 3h. Para o derivado com tempo de imobilizacdo de 24h na presenga de
fons Zn*", o indice da concentragio de lisinas foi reduzido em torno de 50%. Isto mostra
que a imobilizacdo de enzimas em géis glioxil ¢ realizada pelo ataque nucleofilico dos
residuos de lisina aos grupos glioxil do suporte (BLANCO et al, 1989).

Tabela 4.6. Comparagdo entre percentual de aminoéacidos quantificados para D-

hidantoinase livre ¢ imobilizada em agarose na presenca de fons Zn*" e Mg”" durante a
etapa de redug@o no tempo de imobilizagao de 3h.

LIVRE Zn** Mg**
Aminoacidos
Area (%) Média e DP (%) Média e DP (%)
Acido aspartico 7,95 9,7+0,73 7,8+ 0,79
Acido glutimico 16,70 15,9+ 1,77 15,5+ 3,38
Treonina 6,77 6,7+ 0,90 6,3+0,20
Lisina 16,40 10,7 + 2,30 11,8+ 1,31

De acordo com Blanco et al, (1989), a imobilizacdo de tripsina em gel glioxil-agarose

permitiu estabilizar a enzima cerca de 5000 vezes em relagdo a enzima soluvel e que 50%
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dos grupos lisina da enzima se ligaram covalentemente ao suporte. Tripsina também foi
imobilizada covalentemente em géis de agarose e quitosana ativados via glicidol e
glutaraldeido (MANRICH et al, 2008). Verificou-se que os géis glioxil, ativados via
glicidol, foram ligados covalentemente aos grupos lisina e que cerca de 20% deste
aminoacido estava envolvido na imobilizacdo, mostrando que os dados apresentados no
presente trabalho s3o similares aos reportados na literatura (BLANCO et al, 1989;
MANRICH et al, 2008).

4.5 Capacidade maxima de imobilizacio da enzima em géis de agarose e epoxi-
quitosana-alginato

Dentre as diversas estratégias de imobilizagcdo realizadas, foram selecionados os
derivados imobilizados em glioxil-agarose reduzido na presenca de ions Zn*" e em
quitosana-alginato epoxilada na presencga de ions Mg*" para a estimativa da concentragio
maxima de proteina imobilizada nestes suportes e a influéncia do carregamento sobre a
atividade hidrolitica destes derivados. A concentracdo de proteina oferecida foi de 2,50 a
200mg de proteina/g de suporte. A Figura 4.8 mostra o perfil de imobilizacdo de
hidantoinase em glioxil-agarose (Fig.4.8A) e em epoxi-quitosana-alginato (Fig.4.8B).

Dentro da faixa estudada, nao foi verificada a saturagdo dos suportes com o
aumento do carregamento de proteina. A porcentagem de enzima ndo imobilizada foi
inferior a 5% para todos os carregamentos empregados. Isto mostra que ambos os suportes
permitem imobilizar alta concentracdo de proteina. A imobilizagdo de lipase de
Thermomyces lanuginosa em géis agarose-glutaraldeido e em epoxi-quitosana-alginato
também permitiu imobilizar a mesma concentragdo de proteina no suporte (MENDES et
al, 2008), mostrando que os resultados obtidos para a hidantoinase imobilizada nestes dois
suportes estdo de acordo com dados relatados na literatura.

A Figura 4.9 A/B mostra a relagao entre o carregamento de proteina e a efetividade
(n), relacdo entre a atividade aparente (observada) e a atividade na auséncia de limitacdes
difusionais (teodrica) dos derivados de hidantoinase imobilizados em glioxil-agarose e em
epoxi-quitosana-algintato. A velocidade intrinseca da reacdo aumenta com o aumento da
carga enzimatica, entretanto, a difusdo do substrato nos intersticios do gel pode diminuir
devido a reducao do tamanho dos poros pela imobilizagao de moléculas de enzima (SALIS
et al, 2003; RODRIGUES et al, 2008). Portanto, a efetividade do derivado diminui com o

aumento da carga imobilizada.
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Figura 4.8. Influéncia do carregamento de proteina sobre a concentracdo de proteina
imobilizada em glioxil-agarose (A) e em epoxi-quitosana-alginato (B).

Dentre os derivados obtidos, glioxil-agarose apresentou menor limitacdo difusional
qguando comparado aos derivados de epdxi-quitosana-alginato. Na Figura 4.9, verifica-se
gue carregamentos acima de 60 mg de proteina/gel em gel de epo6xi-quitosana-alginato, a
atividade recuperada se manteve constante, da ordem de 10% e para os derivados de
agarose 0 aumento da carga de proteina aumentou o efeito de limitacdo difusional. Os
diferentes perfis de limitacdo difusional para os distintos suportes podem ser explicados
pela diferenca na estrutura interna das matrizes. Gel de agarose possui poros de diametros
maiores que o gel hibrido de epoxi-quitosana-alginato, por isso a limitacdo difusional do
substrato aos poros de quitosana-alginato é maior, verificado pela efetividade dos
derivados.

Diferentes trabalhos relatados na literatura mostram a influéncia do carregamento
de proteina sobre a efetividade dos biocatalisadores (SALIS et al, 2003). A imobilizacdo
de lipases de Candida antarctica (CALB) e de Thermomyces lanuginosa (LTL) em resina
hidrofébica Accurel EP-100 também apresentou limitagbes difusionais em altos
carregamentos sobre a hidrélise de tributirina (SALIS et al, 2003), mostrando que 0s

nossos resultados estdo de acordo com a literatura.
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Figura 4.9 Influéncia do carregamento de proteina sobre a efetividade (relacdo entre a
atividade aparente (observada) e a atividade na auséncia de limitagcOes difusionais
(tedrica) em géis glioxil-agarose (A) e epdxi-quitosana-alginato (B).

Os melhores derivados encontrados nesse trabalho, foram usados na reacdo de

hidrolise de D,L- Fenilhidantoina, para a producéo de N-Carbamoil-D-aminoéacido.

4.6 Eletroforese da enzima livre

A Figura 4.10 mostra o gel de eletroforese da solucdo de D-Hidantoinase preparada

como no item 3.2.20. Sabe-se que as D-Hidantoinases sdo enzimas que possuem massa

molecular acima de 200 kDa e que todas as 4 subunidades possuem massas moleculares

idénticas. Dessa forma, sob condi¢Bes desnaturantes, pode-se ver no gel que ha apenas

uma banda com massa aproximada de 50kDa, o que muito provavelmente corresponda a

uma subunidade. Verifica-se ainda pela anélise a presenca de algumas impurezas, porém

todas em baixa concentracdo quando comparadas a D-Hidantoinase.



IMOBILIZACAO/ESTABILIZACAO DE D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA 67

1 2 3 4 5 6

D-Hidantoinase

b +— B0

*+— 50

4 20
-+ 35

Figura 4.10. Eletroforese desnaturante da enzima livre. Linhas 1, 3 e 5: D-Hidantoinase;
2: Broad Range Protein Molecular Weight Markers — Promega; 4: Benchmark Protein
Ladder — Invitrogen; 6: Low Molecular Weight Calibration kit for SDS Electrophoresis -
Amershan Pharmacia Biotech.

Park et al (1998) estudaram D-hidantoinase de Bacillus thermocatenulatus GH-2 e
estimaram a massa molecular desta como sendo de 230kDa ¢ através da massa molecular
de uma subunidade foi assumido que a hidantoinase era composta por quatro subunidades

idénticas.

4.7 Eletroforese da enzima imobilizada

Observa-se na Figura 4.11, que a enzima mesmo estando imobilizada quando
colocada em condi¢des desnaturantes despreende suas subunidades. Porém nio déa para
concluir qual das subunidades estd se soltando. A enzima apesar de ser um tetramero,
todos os mondmeros sdo idénticos e possuem a mesma atividade, ou seja, ndo ha
necessidade de estarem unidos para desempenhar a atividade biologica (KISHAN et al,
2005). Portanto a imobilizacdo da enzima ndo prejudica sua agdo mesmo em condi¢des
que possam provocar o desprendimento de subunidades que nao estejam ligadas

covalentemente ao suporte.
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Figura 4.11. Eletroforese desnaturante da enzima imobilizada. Linha 1: padrao de massa
molecular conhecida da Benchmark Protein Ladder — Invitrogen padrio de massa
molecular; 2: 10 uL de amostra, preparada com 20 mg de gel em 100 uL de tampao de
ruptura.

4.8 Desenvolvimento de Método Cromatografico para Analise dos Enantiomeros
D,L-Fenilglicina

Foram avaliadas difrentes colunas de antibidtico (T e TAG) por apresetarem
propriedades fisicas e moleculares favoraveis a separacdo de aminoacidos.

4.8.1 Avaliacdo da coluna T (Chirobiotic T 250 x 4,6 mm, 10 pm Astec) para a
separaciao da mistura racémica de D-L-Fenilglicina.

Para a separacdo da mistura racémica do aminoacido Fenilglicina, utilizou-se a
seguinte fase movel: CH;OH/CH3;COOH/TEA (100:1:1) com volume de injecdo de
amostra de 100 pL. Decorridos 120 min de analise ndo houve elui¢do do composto de
interesse, comprovando que o produto ficou retido na coluna, sendo necessario ajustes nas
condi¢cdes de separacio.

Desta forma, com o objetivo de conseguir a separagdo dos enantidmeros, uma segunda
fase movel foi testada na coluna Chirobiotic T (250 x 4,6 mm) utilizando-se como eluente
uma mistura de CH;0OH/H,0O (70:30). Com esta nova fase modvel foi possivel conseguir

uma boa resolucdo enantiomérica, que pode ser observada na Figura 4.12.
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Figura 4.12. Cromatograma de separacdo da mistura racémica de D-L-Fenilglicina.
Condicdes cromatograficas: Coluna: Chirobiotic T (250 x 4,6 mm), fase movel:
CH3;0H/H;0 (70:30), vazao: 0,5 mL/min e A=210nm.

Com o objetivo de aumentar o tempo de retencdo da L-fenilglicina foram realizados
alguns testes com diferentes combinagdes de fase movel de acordo com os resultados

descritos na Tabela 4.7.

Tabela 4.7. Testes realizados na Coluna T com os parametros cromatograficos

2
Hz (60:40)* 0,82 3,43 4,17 13,19
COOH (50:50)* 1,06 3,77 3,56 1,85
(30:70)* 1,63 4,09 2,51 2,43
D- Fenilglicina (100%) 3,87 . o L
MeOH*
(70:30)%* 1,68 7,18 4,27 22,69

* amostra solubilizada em agua; ** amostra solubilizada na fase mével

O cromatograma a seguir mostra a melhor condi¢do encontrada para a separacao
dos enantidomeros estudados, no qual a amostra de aminoacidos foi solubilizada na fase
movel (Figura 4.13), justificando a mudanga no tempo de retengdo do primeiro composto

eluido.
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Figura 4.13. Cromatograma de separagdo da mistura racémica de D-L-Fenilglicina.
Condi¢des cromatograficas: Coluna: Chirobiotic T (250 x 4,6 mm), fase movel:
CH3;0H/H,0 (70:30), vazao: 0,5 mL/min , A=210nm e amostra solubilizada na fase
movel.

As colunas de Teicoplanina ¢ TAG s3o muito semelhantes estruturalmente. A
TAG possui um grupo “aglycon” que a difere a da teicoplanina, conferindo a esta,
propriedades diferentes o que poderia proporcionar uma melhor separacdo dos
aminoacidos de interesse neste estudo.

4.8.2 Avaliacdo da coluna TAG (Chirobiotic TAG 250 x 4,6 mm, 10 pm Astec)
para a separacio da mistura racémica de D-L-Fenilglicina.

Para o inicio dos estudos de condi¢do de separacdo enantiomérica da D,L-fenilglicina
com a coluna Teicoplamina aglycon (TAG), utilizou-se a melhor condi¢cdo apresentada
pela coluna T. De acordo com a Figura 4.14, observa-se a eluicdo dos enantiomeros com
alargamento da banda referente a D-fenilglicina comprometendo o cromatograma,

indicando uma forte interacdo do analito com a coluna cromatografica.
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Figura 4.14 . Cromatograma de separacdo da mistura racémica de D-L-Fenilglicina.
Condigdes cromatograficas: Coluna: Chirobiotic TAG (250 x 4,6 mm), fase modvel:
CH3;0H/H,0 (70:30), vazao: 0,5 mL/min e A=210nm.

Com o objetivo de diminuir essa interacdo, a propor¢cao do modificador organico foi
alterado para 40%, esperando com isso, que houvesse uma maior intera¢do do aminoacido
com a fase movel e redu¢do do tempo de retencdo. Os resultados estdo representados na

Tabela 4.8. e o melhor cromatograma apresentado na Figura 4.15.

Tabela 4.8. Testes realizados na Coluna TAG com os parametros cromatograficos

NH; Fase movel
MeOH/H,0 k1 k2 a Rs
COOH
(70:30)** 3,25 38,15 11,74 2,36
D- Fenilglicina | (40:60)** 1,14 11,71 10,25 4,23

** amostra solubilizada na fase mével
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Figura 4.15. Cromatograma de separacdo da mistura racémica de D-L-Fenilglicina.
Condigdes cromatograficas: Coluna: Chirobiotic TAG (250 x 4,6 mm), fase movel:
CH3;0H/H,0 (40:60), vazao: 0,5 mL/min, A=210nm e amostra soulibilizada na fase
movel.

4.8.3 Avaliacio do desempenho das colunas de antibidtico na separacio dos
enantiomeros da D,L- fenilglicina.

De acordo como os resultados obtidos, observou-se que os fatores de retengao para os
enatiomeros D,L-fenilglicina diferem consideravelmente nas duas fases estaciondrias em
nosso estudo, por ser a polaridade diferente nas duas colunas.

Devido a sua estrutura quimica, a coluna T foi a mais indicada para a separagdo de
aminoacidos por apresentar melhores parametros cromatograficos (ARMSTRONG et al,
1994; WARD e FARRIS, 2001; BERTHOD et al, 2002; ABOUIL-ENEIN et al, 2002).

O aumento do fator de retengdo com o aumento do metanol (modificador organico) na
fase estacionaria de teicoplamina foi devido a diminui¢do da solubilidade do aminoacido
polar na fase rica em metanol. Muitos aminoacidos s3o mais soliveis em agua do que no
modificador orgéanico e o tempo de retencao desses aminoacidos diminui com o aumento
da quantidade de agua (LO et al, 2003). Na coluna TAG, o tempo de retengdo diminui com
o aumento da concentragdo de dgua, pois se aumenta as interagdes hidrofilicas entre os
aminoacidos e a fase movel rica em agua. O mesmo desempenho foi observado no estudo

de aminoacidos secundarios de PETER et al, (2004).
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A interacdo entre o segundo enantiomero eluido e a fase estaciondria ¢ mais forte, nas
duas colunas, produzindo altos fatores de retencdo, principalmente na TAG, e menor
adsorgdo cinética, o que resulta em baixas transferéncias de massas (ARKI et al, 2004).

Observa-se nas Figuras 4.14 e 4.15 que o fator de retencdo de D-fenilglicina, para a
coluna TAG, aumentou com o aumento da concentracdo do solvente organico na fase
movel e o fator de retengdo da L-fenilglicina foi pouco afetado pela composicao da fase
movel, ou seja, a seletividade quiral para fenilglicina aumentou com o aumento da
concentragdo do metanol. Os mesmos resultados foram observados por Jandera e
colaboradores (2001).

Estudos prévios indicam que a coluna Chirobiotic TAG tem capacidade de separar na
fase reversa com menor concentragao de solvente organico (BERTHOD et al, 2002;
BECHTOLD et al, 2006). Com o aumento da concentragao de alcool na fase movel, a
retengdo do enantidmero D aumenta, enquanto a reten¢do do enantidomero L foi pouco
afetada.

Conclui-se que para a separacao dos enantiomeros D,L-fenilglicina, a coluna que

apresentou os melhores parametros de separacgao foi a Chirobiotic T (Tabela 4.7).

4.9 Desenvolvimento de Método Cromatografico para Analise dos enantiomeros
D,L-Fenilhidantoina

Segundo Arcuri et al (2003), fenilhidantoina ¢ o melhor substrato para a producdo
de N-Carbamoil-D-aminoacido. Desta forma, a mesma metodologia estabelecida para a
separacao dos enantiomeros da D,L-Fenilglicina (precursor para a sintese de
fenilhidantoina), foi usada para separar os enantidmeros D,L-fenilhidantoina. A figura
4.16, a seguir mostra a melhor resolugdo encontrada para a separa¢do dos enantiomeros da

D,L-fenilhidantoina.
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Figura 4.16. Cromatograma de separacdo da mistura racémica de D,L-fenilhidantoina.
Condigdes cromatograficas: Coluna: Chirobiotic T (250 x 4,6 mm), fase movel:
CH3;0H/H;0 (70:30), vazao: 0,5 mL/min , A=210nm e amostra solubilizada na fase movel.

4.10 Reacdo de Hidrdlise da Fenilhidantoina para a Producido do N-Carbamoil-D-
Fenilglicina

A hidrélise da mistura D,L-fenilhidantoina gera o N-Carbamoil-D-Fenilglicina;
esta reagdo foi feita com a enzima livrte e imobilizada, sendo monitorada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando-se uma coluna C-18,
acompanhando-se a formagao do produto e analisando-se a cinética reacional. O produto
formado (N-carbamoil-D-fenilglicina) foi caracterizado e identificado por meio da anélise
de seu espectro de infravermelho (IV), e a estereosseletividade da enzima foi confirmada
com analise cromatografica, utilizando-se um detector de dicroismo circular, confirmando
a formagdo do produto D, descartando-se inclusive a possibilidade de racemizagao do

produto formado.

4.10.1 Hidrolise da Fenilhidantoina pela Enzima Livre

A hidrolise foi feita como descrita no item 3.2.22 As amostras extraidas a cada
hora foram analisadas na coluna C-18, para se tragar a cinética reacional de formagao do
produto desejado. A reacdo foi monitorada por 24 horas, porém, em 3 horas de reacdo todo
substrato ja havia sido convertido em produto. A Figura 4.17, abaixo ilustra o curso

reacional da hidrdlise com consumo do substrato e formagao do produto.
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Figura 4.17. Cromatograma de analise da formagdo do N-Carbamoil a partir da hidrolise
da mistura racémica de D-L-Fenilhidantoina catalisada pela enzima livre. Condigdes
cromatograficas: Coluna: C-18 (3,9x300 mm, 10 um, Waters), fase méovel: CH;0OH/H,O
(70:30), vazao: 0,5 mL/min , A=210nm.

A mesma condi¢do de reagdo de hidrélise usada para enzima livre foi empregada
na enzima imobilizada para verificar se houve perda da atividade catalitica da enzima

quando imobilizada.

4.10.2 Hidrolise de D,L- Fenilhidantoina pela Enzima Imobilizada em Glioxil-
agarose 6BCL

O derivado selecionado para a hidrolise de D,L-Fenilhidantoina foi o que
apresentou os melhores pardmetros de imobilizacdo, ou seja, 100% de rendimento,
estabilidade de 89 vezes e atividade recuperada de 58%, D-hidantoinase imobilizada em
glioxil-agarose por 24h a pH 10,05 (25°C) e redugdo com borohidreto de sddio (1mg/mL)
na presenca de 10mM de Zn”". Praticamente o mesmo perfil observado na hidrolise da
enzima livre foi visto na enzima imobilizada aqui estudada. Os resultados estdo mostrados

na Figura 4.18.
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Figura 4.18. Cromatograma de analise da formagdo do N-Carbamoil a partir da hidrolise
realizada pela enzima imobilizada em glioxil-agarose da mistura racémica de D-L-
Fenilhidantoina. Condi¢des cromatograficas: Coluna: C-18 (3,9x300 mm, 10 pm, Waters),
fase movel: CH;0H/H,0 (70:30), vazao: 0,5 mL/min , A=210nm.

Conforme observado nos cromatogramas acima, a hidrélise da mistura da D,L-
fenilhidantoina com a enzima imobilizada em glioxil-agarose 6BCL, apresentou 0 mesmo
perfil em comparag@o a enzima livre, porém, com um tempo maior de reacdo devido a
limitacdo difusional, uma barreira para o substrato, promovida pelo suporte. O tempo
necessario para converter todo o substrato foi 3 vezes maior do que na enzima livre.
Entretanto a seletividade da enzima foi a mesma para ambas as formas da enzima.

Apds confirma¢do da produgcdo do N-carbamoil-D-fenilglicina, as aliquotas
retiradas no decorrer da hidrdlise foram injetadas em uma coluna quiral, para se avaliar a
estereosseletividade da enzima. A Figura 4.19, ilustra a formacao do produto desejado e o
consumo preferencial do D-enantiomero pela enzima. Outra importante observagdo ¢ a
interconversdo do L-enantidmero em D (racemizacdo), o que contribuiu para a formagao

do produto desejado.
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Figura 4.19. Cromatograma de analise da formagdo do N-Carbamoil a partir da hidrolise
realizada pela enzima imobilizada em glioxil-agarose da mistura racémica de D-L-
Fenilhidantoina. Condi¢des cromatograficas: Coluna: Chirobiotic T (250 x 4,6 mm), fase
moével: CH;OH/H,0 (70:30), vazao: 0,5 mL/min , A=210nm.

Para uma melhor visualizagdo dos cromatogramas e resultados, os cromatogramas

foram separados, como se observa na Figura 4.20.

AGAROSE 1h AGAROSE 2h
m- ]_ =0 1
2o 3 o
am] 2 )
2 .l o ™ 3
= L a—
= £ 2
o 1 2 :-Empoanlru ) ] r a 2 3 T!:mo;nlm a 3 o F4
=a- AGAROSE 3h o 1 AGAROSE %h
oo 142
w o @
= 2 "M 1 M- Carbornoik-D-Fenilglicing
= ; E Ll 2 D-Fenilhidantoina
3 L-Fenilhidantoina
504 3
R o T N

Figura 4.20. Separacdo dos cromatogramas nos tempos de hidrolise realizada pela enzima
imobilizada em glioxil-agarose da mistura racémica de D-L-Fenilhidantoina. Condigdes
cromatograficas: Coluna: Chirobiotic T (250 x 4,6 mm), fase mével: CH;0H/H,O (70:30),
vazdo: 0,5 mL/min , A=210nm.
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Como efeito de comparacdo, a hidrdlise também foi realizada com a enzima

imobilizada em epoOxi-quitosana-alginato.

4.10.3 Hidrolise de D,L-Fenilhidantoina catalisada pela enzima imobilizada em
Quitosana-Alginato-Epoxilada.

Com o emprego do suporte quitosana, o melhor resultado obtido foi com o suporte
modificado quimicamente, quitosana - alginato - epoxilada. As mesmas condi¢des de
hidrélise com a enzima livre foram empregadas para a enzima imobilizada em quitosana —
alginato - epoxilada. As aliquotas reacionais foram analisadas por cromatografia liquida,

conforme observado na Figura 4.21.
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Figura 4.21. Cromatograma de andlise da formac¢ao do N-Carbamoil-D-fenilglicina a
partir da hidrdlise da mistura racémica catalisada pela enzima imobilizada em epoxi-
quitosana-alginato de D-L-Fenilhidantoina. Condi¢des cromatograficas: C-18 (3,9x300
mm, 10 pm, Waters), fase méovel: CH;0OH/H,O (70:30), vazao: 0,5 mL/min , A=210nm.

Observa-se na Figura 4.21 a formacdo do produto desejado, porém quando
comparado com a enzima livre, a reacdo para conversao de praticamente 99% do substrato
em produto leva um tempo muito maior, de quase 24 h, mas as analises em coluna quiral
comprovam que a seletividade da enzima ¢ mantida mesmo mediante imobilizagdo, como

observado na Figura 4.22.



IMOBILIZACAO/ESTABILIZACAO DE D-HIDANTOINASE PARA A PRODUCAO DE N-CARBAMOIL-D-FENILGLICINA 79

D-Fenilhidantoina/N-

40 - carbamoil-N-fenilglicina
) L-Fenilhidantoina
a5 —L—
30—
16 - i
% 20 — [\
-E i
15 - —1h
_ —1h
10 4 Sh
i} — 15h
5 | J 24h
o X _._;] - /\\- _
T T T T T T T T T T T T 1
] 1 2 3 4 5 i T & 4 10

Tempo {mind

Figura 4.22. Cromatograma de andlise da formacdo do N-Carbamoil-D-fenilglicina a
partir da hidrélise realizada pela enzima imobilizada em epdxi-quitosana-alginato da
mistura racémica de D-L-Fenilhidantoina. Condi¢des cromatograficas: Coluna:
Chirobiotic T (250 x 4,6 mm), fase mével: CH;0H/H,O (70:30), vazao: 0,5 mL/min ,
A=210nm.

Para uma melhor visualiza¢do dos cromatogramas, esses foram separados como na

Figura 4.23.
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Figura 4.23. Separagdao dos cromatogramas nos tempos de hidroélise realizada pela enzima
imobilizada em quitosana-alginato-epoxilada da mistura racémica de D-L-Fenilhidantoina.
Condic¢des cromatograficas: Coluna: Chirobiotic T (250 x 4,6 mm), fase movel:
CH;0OH/H,0 (70:30), vazao: 0,5 mL/min , A=210nm.

4.10.4 Cinética Reacional e Seletividade da Enzima na Hidrolise da D-L-
Fenilhidantoina com a Enzima Livre e Imobilizada

A enzima D-Hidantoinase vém sendo usada na forma imobilizada de diversas

maneiras para a produgdo de N-Carbamoil. Lee et al, 1996, reportaram o uso de D-
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hidantoinase de Bacillus adsorvida em DEAE-celulose para a producdo de Carbamoil-
fenilglicina, mas os valores de conversao ndo foram relatados.

Rai e Taneja, 1998, imobilizaram a D-hidantoinase de lentil em DEAE-celulose
também para ser usada na producdo de Carbamoil e obtiveram uma taxa de conversao de
70-85%. Outros autores como Arcuri et al (2004) imobilizaram D-hidantoinase de Vigna
angularis via ligagdo covalente em aminopropil e relataram taxa de conversdo de 98%.
Yin et al (2000), usou células recombinates de Escherichia coli expressando D-
hidantoinase para catalisar a producdo de N-carbamoil-D-hidroxifenilhidantoina de D,L-
hidroxifenilhidantoina. Neste estudo, o efeito da imobilizagdo aumentou o tempo

reacional, porém a seletividade da enzima foi mantida.

(A)

..............................................................
_____________________________________________________________

hoinuts

(©)

Figura 4.24. Cromatogramas ilustrativos da comparagao da cinética reacional da hidrolise
da mistura D,L-fenilhidantoina com 2 horas de reagdo para a enzima livre (A); imobilizada
em agarose (B) e imobilizada em quitosana (C).

De acordo com a analise dos cromatogramas da Figura 4.24, observa-se que a

rea¢do com a enzima livre em 2 horas apresentou conversao superior a 90%, ja para as
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hidr6lises com a enzima imobilizada, no mesmo tempo de reacdo, as conversdes foram
menores, sendo de 80% para a enzima imobilizada em glioxil-agarose e de 45% com a
enzima imobilizada em epoxi-quitosana-alginato. Porém, a seletividade da enzima foi
mantida em todos os casos, comprovando-se a preferéncia da enzima pelo enantidmero D,
sem a formacao de subprodutos L.

A tabela a seguir mostra os resultados de estercosseletividade da enzima, com total
conversao do substrato no produto com a estereoquimica desejada — N-carbamoil-D-

fenilglicina.

Tabela 4.9. Resultados de seletividade da enzima D-Hidantoinase na hidrélise da mistura
D,L-fenilhidantoina e formagao preferencial do produto N-carbamoil-D-fenilglicina.

TEMPO SELETIVIDADE ENZIMATICA -

ENZIMA CONVERSAO EM PRODUTO (%
REACIONAL (H) EM MASSA)
Livre 3 99,95
Imobilizada em Agarose 9 99,91
Imobilizada em Quitosana 15 99,89

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4.9, observa-se que, embora os
tempos reacionais sejam bastante diferenciados, em todos os casos a conversio em
produto foi superior a 99%, comprovando-se que a estereosseletividade da enzima pelo

enantiomero D foi mantida.

4.11 Estudo da Racemizaciao dos Enantiomeros da D,L-Fenilhidantoina

Segundo Park et al (2002), a taxa de racemizagdo de hidantoinas em pHs alcalinos
¢ muito maior do que em pHs neutros. O processo de racemizagdo ¢ definido como a
transformagdo de uma substancia opticamente ativa na forma racémica inativa. No caso
das hidantoinas, o enantiomero L se interconverteria para a forma D. A taxa de conversao
de L-hidantoinas ¢ frequentemente observada em temperaturas mais altas, favorecendo a
produtividade ja que nessas condigdes a solubilidade do substrato também ¢é aumentada
(LEE et al, 1997).

Para verificar a ocorréncia de racemizag¢ao nas condicdes de hidrolise estudadas
(0,1 M de tampao borato/KCl - pH 9,0 - 20 mM de fenilhidant6ina), foi realizada a
hidrolise de L-fenilhidantoina, nas condi¢des descritas no item 3.2.22., onde observou-se

que, ao solubilizar a fenilhidantoina no meio reacional ainda na auséncia de enzima,
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constatou-se a interconversao do L-enantidmero para a forma D conforme observado na
Figura 4.25, representado no grafico pela linha L-nicial. Garcia e Azerad (1997),
observaram que a racemizagda enantiomérica de derivados de fenilhidantoina, forma L

para a forma D, ocorre especialmente em condi¢des de pH maior ou igual a 8.

L-Inicial
1h
3h % M-carbomoil-D-Fenilglicing

220

200
150
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Figura 4.25. Cromatograma de Racemiza¢do da forma enantiomérica L para a forma D.

Condigdes cromatograficas: Coluna: Chirobiotic T (250 x 4,6 mm), fase movel:
CH;0OH/H,0 (70:30), vazao: 0,5 mL/min , A=210nm.

Uma vez que a forma L ¢é racemizada para a forma D a sua rapida racemizagdo
desloca o equilibrio quimico para a formag¢dao do produto. Trabalhar com a mistura
enantiomerica na industria ¢ mais interessante, pois a porcentagem de produto obtida sera
maior devido a racemizacdo das formas enantioméricas sendo possivel a conversdo de
100% para o produto de interesse. Outro beneficio ¢ que ndo exige o uso de substratos
enantiomericamente puros que sao dificeis de serem obtidos. (LEE e KIM, 1998;

BURTON e DORRINGTON, 2004).

4.12 Caracterizagdo do N-Carbamoil-D-Fenilglicina por anilise de seu Espectro na
Regiao do Infravermelho

Apobs a extragdo e secagem do produto formado na reagdo de hidrdlise da mistura
D,L-fenilhidantoina, foi feita a analise do N-carbamoil-D-fenilglicina empregando-se a

técnica do infravermelho.
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Figura 4.26. Espectro na regido do infravermelho da mistura D,L-fenilhidantoina.

Inicialmente foi feita a analise do substrato D,L-fenilhidantoina (Figura 4.26), onde
observa-se a presenca de uma banda intensa em 1718 cm™, referente a deformagio axial
da ligagdo C=0O caracteristica de lactamas (amidas ciclicas de 5 membros), ligacdo esta
existente no anel hidantoinico. Observa-se também uma banda larga e intensa em 3311
cm’™, referente a deformagdo axial da ligagdo N-H de amidas primarias ciclicas, além de
uma banda em 755 cm™ da deformagéo angular da ligagio N-H.

Em seguida, analisou-se o espectro do produto formando, comprovando-se a
obtengdao do N-carmamoil-fenilglicina desejado, cujo espectro esta ilustrado na Figura
4.27.

Através da andlise do espectro na regido do infravermelho do N-carbamoil-
fenilgicina formado a partir da hidrélise da fenilhidantoina, observa-se o aparecimento de
uma banda em 1615 cm™, referente a deformacio axial assimétrica da carbonila do grupo
carboxila livre C=0, comprovando-se a hidrolise da ligacdo amida, com abertura do anel
hidantoinico, além da presenga de uma banda larga em 3145 cm™, referente a deformagio
axial da ligagdo O-H do grupo carboxila livre, o que caracteriza como sendo a formagao

do produto desejado.
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Figura 4.27. Espectro na regido do infravermelho do N-carbamoil-fenilglicina.

4.13 Verificagdo da Estereosseletividade da Enzima D-Hidantoinase na Reagdo de
Hidrolise da D,L-Fenilhidantoina

Na reagdo de hidrolise foi demonstrada a estereosseletividade da enzima pelo
enantidomero D pelas andlises cromatograficas com detector de dicroismo. O
cromatograma apresenta uma deflexdo positiva, sugerindo que ao final da hidrolise havia

somente N-Carbamoil-D-fenilglicina.

Pelo cromatograma pode-se observar que nao ocorre a racemizagao do produto ao

final da reacao.
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Figura 4.28. (A) Cromatograma do produto formado na reagdo de hidrélise e, (B)
Cromatograma de separacdo da D,L-Fenilhidantoina. Condi¢des cromatograficas: Coluna:
Chirobiotic T (250 x 4,6 mm), fase mével: CH;0H/H,O (70:30), vazao: 0,5 mL/min ,

A=210nm.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo a obtencdo de derivados ativos e
estabilizados termicamente de D-hidantoinase imobilizados por ligagdo covalente
multipontual nos suportes organicos quitosana e agarose ativados por diferentes protocolos
em reagdes de obtencdo da N-carbamoil-D-fenilglicina, um intermediario da D-fenilglicina
empregado como cadeia lateral na sintese de antibidticos. O enfoque foi baseado no uso de
preparagao de D-hidantoinase disponivel comercialmente. Os resultados obtidos foram

bastante satisfatorios, e nesse conjunto de dados destacam-se:

> A suplementagio de ions bivalentes Zn*", Mg”" ¢ Mn”>" durante a etapa de
reducdo com borohidreto de sodio foi importante para o aumento da
estabilizacao térmica dos derivados. O ion que mais protegeu o sitio ativo da
enzima, aumentando a sua estabilidade, foi o ion Zn A adicao de acido
hidantdico, também protegeu o sitio catalitico da enzima durante a etapa de
obten¢do do derivado no tempo de imobilizagdo de 3h, mas com o aumento do
tempo de imobilizacdo foi verificada perda na estabilidade térmica da enzima,

decorrente da possivel interagdo deste acido com o sitio ativo da enzima.

» A enzima D-hidantoinase ¢ formada por 4 subunidades, segundo a literatura, e
de acordo com os testes de estabilizag@o térmica, ndo foi verificado um grande
incremento sobre a sua estabilizacdo. O aumento de estabilidade obtido foi
inferior ao esperado para o percentual de lisinas imobilizadas, resultado este
mostrado na andlise de aminoacido que comprovou a ocorréncia de ligagdes

covalentes pela diminui¢ao dos aminoacidos lisina.

» Com o intuito de aumentar a estabilidade térmica deste derivado, foi
empregada a técnica de entrecruzamento da enzima com polidextrana apos a
imobilizagdo. De acordo com os resultados obtidos, apds o entrecruzamento,
foi verificada total inativacdo do derivado reduzido e nao-reduzido com
NaBH,. Possivelmente, o entrecruzamento com a polidextrana promoveu a
interagdo de seus grupos aldeido com os grupos lisina presentes no sitio ativo
da enzima. Em suma, o entrecruzamento de derivados de D-hidantoinase com

polidextrana nao foi uma boa alternativa para a estabiliza¢ao do derivado.
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» O melhor derivado obtido, imobilizado em glioxil-agarose por 24 h e reduzido

na presenca de fons Zn>", foi 89 vezes mais estavel que a enzima soluvel. Para
a mesma enzima imobilizada em epoxi-quitosana-alginato, o fator de
estabilidade foi de aproximaamente 20, ou seja, em torno de 3 vezes menor
que para o derivado imobilizado em glioxil-agarose. Derivados de agarose
apresentaram maiores valores de atividade recuperada em comparagdo aos
derivados imobilizados em epoxi-quitosana-alginato. Estes resultados podem
ser explicados pela elevada porosidade da agarose e a geometria favoravel ao
processo de imobiliza¢do/estabilizacdo. No caso da quitosana, a baixa
porosidade da matriz pode ter influenciado negativamente no processo

imobilizacao/estabilizacao da enzima.

Os suportes glioxil-agarose e epdxi-quitosana-alginato mostraram similar
capacidade de imobilizagdo da enzima. Variando a concentracido de enzima de
2,5 a 200 mg/g de gel, foi observada total imobilizacdo da proteina oferecida
para ambos os suportes dentro da faixa avaliada. No entanto, maiores efeitos
difusivos foram observados para os derivados de epoxi-quitosana-alginato, por
se tratar de uma matriz com menor volume de poros. Em suma, a natureza do
suporte nao influenciou sobre a porcentagem de enzima imobilizada, somente

na atividade hidrolitica dos derivados.

A eletroforese da enzima livre mostrou que a D-Hidantoinase tem subunidades
com massa molecular acima de 50kDa. Na eletroforese da enzima imobilizada
verificou-se o aparecimento de bandas correspondestes a massa molecular de
uma subunidade da enzima, mostrando que mesmo imobilizada, a incubagao
em condi¢des desnaturantes promove o despreendimento de subunidades,

porém este fato ndo interfere na atividade hidrolitica da enzima.

Nas condi¢cdes de hidrolise testadas foi observada a racemizagdo do
enantidmero L da fenilhidantoina, para a forma D, forma na qual a enzima ¢
seletiva, aumentando a conversdo para o produto desejado, N-Carbamoil-D-
fenilglicina. A enzima soluvel em 3 h de reacao converteu todo o substrato,
enquanto que para a enzima imobilizada em glioxil-agarose e epdxi-quitosana-

alginato a maxima conversao foi obtida em 9 e 15 h, respectivamente. Mesmo
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apds o processo de imobilizagdo, ndo foi constatada perda da

enantiosseletividade.

» O produto das reagdes de hidrolise foi caracterizado pela analise de
infravermelho que comprovou a hidrolise da ligagdo amida e abertura do anel

lactamico.

» Ha estereosseletividade da enzima pelo enantiomero D demosntrado pelas
analises cromatograficas com detector de dicroismo que no final da hidrdlise
mostrou somente o N-Carbamoil-D-fenilglicina, ndo havendo racemizacao do

produto durante a reagao.
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6 SUGESTOES

. Imobilizar a D-Hidantoinase nas condi¢des padrdes de imobilizagdo e na redugdo
usando dois ou mais ions.

o Imobilizar a D-Hidantoinase com géis agarose ativados com glutaraldeido em pH
7,0, para verificar o efeito do pH na imobilizacao.

o Verificar se o Acido Hidantdico ¢ inativante da enzima.

. Testar diferentes tamanhos de dextranas, variando também a concentragdo, em

diferentes tipos de imobilizacao.
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