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RESUMO

A transferéncia reversa de a-quimiotripsina (a-CT) foi estudada em sistemas de
micelas reversas com varios surfactantes para a fase aquosa receptora de NaOH contendo
2,5% de etanol. Observou-se que o pH da solugdo aquosa de a-CT (tampdo glicina 0,1
M) injetada na solugdo de AOT e de SbPC influenciou no processo de transferéncia, sendo
que em pH 7,7 obteve-se valores mais elevados. O tempo de agitagdo necessario para que
ocorresse a transferéncia da proteina da fase micelar para a fase aquosa também foi
avaliado. Verificou-se que o método de Lowry foi eficiente para a determinagfo do teor
protéico na fase aquosa apds a transferéncia.

Na segunda etapa do trabalho, estudou-se a desidratagdo da solu¢fio de micela
reversa de AOT/heptano contendo a-CT, usando o método do equilibrio da fase vapor da
solugdo micelar com LiCl umedecido em um sistema hermeticamente fechado. Apds 48
horas quase toda 4gua do interior da micela foi retirada.

A partir dos dados cinéticos da reagdo de hidrdlise do N-glutaril-L-fenilalanina-p-
nitroanilida - GPNA em micela reversa de AOT catalisada pela a-CT foram determinadas
a constante de Michaelis (Ky) ¢ a velocidade maxima (V). Esta reacio obedece a
cinética de Michaelis-Menten na faixa de concentragdo de GPNA de 0,056 a 1,110
x 10° M. Os valores da Ky e da V. obtidos foram 6,83 x 10° M e 3,68 x 10* M s,
respectivamente.

Estudou-se a influéncia da razdo molar (#;) ¢ o pH na hidrdlise do GPNA
catalisada pela o-CT durante a desidratagdo da micela reversa de AOT / heptano. A
constante catalitica (k) € 0 grau de conversdo diminuiram com a redugéo do teor de agua
© (~0,002 mg pL™") apés desidratagiio por 48h. O pH da.solugdo aquosa de a-CT mostrou
ser extremamente importante na atividade enzimatica. A enzima mostrou maior atividade
em pH 9,0 ¢ 9,8. Em pH 11,2 a atividade da o-CT foi muito baixa, e ap6s a reidratagéo
n3o observou-se atividade enzimatica, provavelmente ocorreu uma inativagio da enzima.
Resultados analogos foram obtidos em pH 9,8. Nos demais valores de pH (7,7; 8,2 € 9,0),
a enzima recuperou sua atividade ap6s a reidratagéo da solug@o micelar. Estes resultados
foram obtidos através da determinagio das k..; € % de conversdo.

v Os resultados mostraram que as solugdes de micelas reversas contendo a-CT em
estado "dormente" podem ser mantidas em temperatura ambiente por aproximadamente 21

dias, com a imediata recuperagio da atividade apds a reidratagéo.

Xiv



ABSTRACT

o-Chymotrypsin (a-CT) back transfer was studied in reversed micellar systems
with various surfactants to an NaOH (0,1M) aqueous phase with 2.5%(v/v) ethanol. It was
observed that the pH of the a-CT aqueous solution (0.1 M glycin buffer) influences the
back transfer process, and that pH 7.7 a whereas higher values were obtained. The stirring
time needed for the back transfer from micellar to aqueous phase, was also studied.

Lowry’s methodology was efficient for the protein determination in aqueous phase, after

the transference.
In the second part of the this work, the dehydration of reversed micellar solution
of AOT - heptane with a-CT was studied, using the equilibrium method of LiCl vapor

phase in a closed system. After 48 hours, almost all water was removed from the micelle
interior.

The Michaelis constant (K,,) and the maximum rate (V,,) were obtained from
kinetic data for the hydrolysis of N-glutaryl-L-phenylalanine-p-nitroanilide (GPNA) in the
presence of AOT reversed micelle catalysed by AOT. This reaction obeyed Michaélis-
Menten kinetics in the range of GPNA of 0.056 - 1.110 x 10° M. Values for K, and V ,,,
were 6.83 x 10° M and 3.68 x 10 M s, respectively. ,

The influence of molar ratio (W,) and pH in the hydrolysis of GPNA catalysed by
a-CT, was also studied during the dehydration of AOT/heptane reverse micelle.

Values for catalytic constants (k.,,) and conversion degree, drastically decreased as
water concentration decreased (up to ~ 0.002 mg pL™") after 48 hours dehydration. The pH
of a-CT aqueous solution was extremely important in enzymatic activity. At pH 11.2 the
a-CT activity was very low, and after the dehydration process no activity was observed.
Similar results were obtained at pH 9.8. For others pH values (7.7; 8.2 and 9.0), the
enzyme regenerated its activity after rehydration of reverse micellar solution. These results
were avaliated by the k_,, and % conversion determinations

The results showed that reversed micellar systems containg o-CT in a “dormant”
state can be kept at room .temperature by at least 21 days with the o-CT activity

immediately recuperation regenerated on rehydration.
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1. INTRODUCAO

1.1 ENZIMAS -

1.1.1 Definig3o e classifica¢do

Enzimas sfo catalisadores de reagdes quimicas em sistemas bioldgicos in vivo,

4 As enzimas sio

envolvendo reacdes com substratos naturais € n3o naturais in vitro."
geralmente de natureza protéica, altamente especificas e apresentam "grande poder
catalitico. As enzimas protéicas sdo do tipo globulares.’

Quimicamente, proteinas sdo polimeros de alto peso molecular formados por

mondémeros ou unidades fundamentais conhecidas por aminoacidos, ligados entre si por
ligacdes peptidicas (— NHCO —),

As amidas resultantes das reagdes entre os grupos amina e carboxilico dos
aminoécidos s3o cliamados de peptideos. Conforme o ntimero de residuos de aminoécidos
por molécula, dois, trés, trés a dez e mais de dez, recebem o nome de dipeptideo,
tripeptideo, oligopeptideo e polipeptideo, respectivamente.>®

As enzimas vem sendo usadas por varios séculos , apesar de sua verdadeira
natureza ter-se tornada conhecida apenas recentemente. Elas, cada vez mais, apresentam
grande importancia na pesquisa cientifica, nos diagndstico clinicos e na inddstria.”®

Devido a falta de consisténcia na nomenclatura e ao rapido crescimento da lista de
enzimas, tornou-se necessario um modo sistematico de nomenclatura e classificagdo. Uma
Comissdo foi indicada pela Unido Internacional de Bioquimica (IUB), e seus relatdrios,
publicados em 1964 e atualizados em 1972, 1978, 1984 e 1992, formam a base do sistema
aceito atualmente.’

A Comissdo de Enzimas dividiu-as em seis classes principais de acordo com as

reagdes catalisadas como mostrado na. Tabela 1.1.%
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Tabela 1.1  Classificagdo de acordo com a Comissdo de Enzimas da Unifo Internacional

de Bioquimica

Classes de Enzimas Tipo de reagio

Oxidoredutases Catalisam reagdes de oxiredugdo envolvendo oxigenagdo, tal
como, CH = COH ou adi¢do geral de atomos de hidrogénio
equivalentes, como CH(OH) = C=0 e CH = C=C.

Transferases Catalisam reagOes nas quais grupos sfo transferidos, tais como
acila, agucar, fosforila, aldeido ou cetona, grupos contendo enxofre
de uma molécula para outra.

Hidrolases Promovem a hidrélise ¢ formagio de ésteres, amidas, lactonas,
epoxidos, peptideos e outros grupos contendo fungdes C-N, e a
hidratagfo de ligagdes C=C e epdxidos.

Liases Catalisam adigdes, geralmente de HX, a duplas ligagdes tais como
C=C, C=N e C=0 e reagdes reversas.

Isomerases Catalisam a migra¢io das duplas ligagSes, fungdes oxigenadas,
racemizag3o e rearranjos.

Ligases Sao mediadoras da formagdo de C-O, C-S, C-N, C-C e ligagdes de
éster de fosfato.

A cada enzima foi designado um cédigo, consistindo de quatro numeros separados
por pontos. O primeiro digito do cédigo mostra a qual classe a enzima pertence. O
segundo e o terceiro digito descrevem o tipo de reagio catalisada. Nio hd uma regra geral,
pois o significado destes digitos é definido para cada classe principal. O quarto digito
define o substrato. A comissio designou para cada enzima um nome sistematico, além do
nome trivial ja existente. Este nome sistematico, se forma a partir do substrato ou
substratos com o sufixo “-ase”, indicando a natureza do processo catalitico, com excegdo
as enzimas proteoliticas que normalmente apresentam um sufixo “-ina”, por exemplo,
tripsina.” *°

Para ilustrar, toma-se como exemplo a creatina-quinase (nome trivial) e que tem
como nome sistematico “ATP: creatina-fosforotransferase”, baseado na reagdo que
catalisa. Seu numero de classificagdo ¢ EC 2.7.3.2, onde EC representa Enzyme
Commission, o primeiro algarismo (2) indica o nome da classe (transferases), o segundo

algarismo (7) indica a reagdo de transferéncia do grupo fosforila, o terceiro digito (3) indica
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que as fosforotransferases apresentam um grupo nitrogénio como aceptor, € o ultimo digito
(2) indica a creatina-quinase.’

As enzimas sdo altamente especificas, tanto para as reagdes catalisadas bem como
para os substratos. Uma enzima geralmente catalisa uma s6 reagio quimica ou um
conjunto de reagdes intimamente relacionadas. Reagdes colaterais que levam ao
desperdicio da formagdo de produtos secundarios raramente ocorrem. O grau de

especificidade para o substrato € geralmente alto €, s vezes, absoluto.’

1.1.2 Catalise enzimatica

As enzimas multiplicam as velocidades de reagfio por fatores de pelo menos 10°.
Grande parte de seu poder catalitico se deve a capacidade delas aproximarem os substratos
em orienta¢des favoraveis nos complexos enzima-substrato (ES). Os substratos ligam-se a
uma regido especifica da enzima, chamada de centro ativo ou sitio ativo. De modo geral,
sdo altamente seletivas em sua ligagdo com os substratos, e a especificidade catalitica
depende em parte da natureza da ligagdo."”’ '

O centro ativo € a regido na qual os substratos se ligam e contém os residuos de
aminoacidos _qué participam diretamente na formagdo e ruptura de ligagdes. Esses
aminoacidos s3o chamados de grupamentos cataliticos. Apesar das enzimas diferirem
muito em estrutura, especificidade ¢ modo de catdlise, os centros ativos apresentam
algumas caracteristicas gerais, tais como:'

1. Ocupam uma parte relativamente pequena do volume total de uma enzima;

2. Sio entidades tridimensionais;

3. Os substratos ligam-se as enzimas por multiplas atragdes fracas;

4. S3o depressdes ou fendas;

5. A especificidade da ligagdo depende do arranjo, definido com precisdo, dos

atomos no centro ativo.

Para adaptar-se ao centro ativo, o substrato deve apresentar uma forma
complementar. O modelo mais ilustrativo é o de Emil Fischer da chave e fechadura,

reportado em 1890, mostrando ser altamente favoravel (Figura 1.1).">7
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Figura 1.1

Wy

Substrato

/ w\ Centro
\ ativo_
\//\ ’ [ .\\J

a b C

a b ©

Complexo Enzima-Substrato (ES)

Modelo de chave e fechadura da interagdo de substratos com enzimas.

No entanto, ¢ evidente que as formas dos centros ativos de algumas enzimas sdo

altamente modificadas pela ligagdo do substrato, como foi postulado por Daniel E.

Koshland, Jr., em 1958.
complementares a do substrato, depois de ligado.

dindmico ¢ chamado de encaixe induzido (Figura 1.2).

Figura 1.2

1,5,7

»

Substrato

Enzima

Complexo Enzima-Substrato (ES)

Os centros ativos dessas enzimas adquirem as formas

Esse processo de reconhecimento

Modelo de encaixe induzido da interagdo de substratos com enzima.
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As enzimas possuem algumas propriedades importantes como catalisadores:*

Aceleram a velocidade das reagdes, em condi¢gdes moderadas de reagio;

Sdo altamente seletivas para substratos e estereoseletivas em relagdo ao que

catalisam,;

by

Podem estar sujeitas a regulagdo, isto €, a atividade catalitica pode ser
fortemente influenciada pelas concentragdes de substratos, produtos ou outras
espécies presentes no meio reacional,

Catalisam as reagdes sobre as mesmas condigdes ou similares as dos
organismos in vivo;

Geralmente sdo instaveis em relagido aos catalisadores produzidos pelo homem.
As condigdes de reag@o tais como pH, temperatura, concentragdo de substrato,
etc., necessitam ser controladas. Tais condi¢gdes podem causar mudancas
conformacionais, alterando os sitios ativos e a estrutura terciaria da enzima;

S#o quirais, e podem apresentar alta enantioseletividade.

As enzimas n3o alteram o equilibrio das reagdes, mas atuam como catalisadores

reduzindo a energia livre de ativagdo das reagdes quimicas. Elas aceleram as reagdes,

promovendo uma nova via, na qual o estado de transi¢do tem uma energia mais baixa e,

portanto, ¢ mais acessivel do que na reagéo ndo catalisada (Figura 1.3).> A primeira etapa

na catalise é a formacio de um complexo enzima-substrato. Os substratos ligam-se as

enzimas em fendas, nos centros ativos da qual a 4gua é excluida quando ocorre a ligag@o.

A especificidade das interagdes enzima-substrato surge principalmente das ligagdes de

hidrogénio, que sdo direcionais e da forma do centro ativo que rejeita as moléculas que néo

apresentam formas suficientemente complementares.'’
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E+S8S*

AG §*

Energia

E+P
EP

Coordenada da reagéo

Figura 1.3  Diagrama energia, para uma reagdo catalisada com enzimas envolvendo um
substrato simples ( — ), e a reagdo correspondente ndo catalisada ( — ).
E =enzima, S = substrato; ES = complexo enzima-substrato;

EP = complexo enzima-produto; P = produto; AG = energia de ativagéo.

Para muitas enzimas, a velocidade de catalise (V) varia com a concentragdo do
substrato, da maneira mostrada na Figura 1.4.M%1" A velocidade é definida como o
numero de moles de produto formados por segundo. Em uma concentragdo fixa de
enzima, V é quase linearmente proporcional a concentragdo de substrato quando a [S] €

pequena. Em concentragdes elevadas de substrato, V ¢ quase independente de [S].

Vimax

Vmax/2

Ky

v .

Concentragéo do substrato [S]

Velocidade da reacgéo (V)

Figura 1.4  Grafico da velocidade de reagfio, em fungdo da concentragdo do substrato,

para uma enzima que obedece a cinética de Michaelis-Menten.
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Leonor Michaelis e Maud Menten, em 1913, propuseram um modelo bastante
simples para explicar as propriedades cinéticas de algumas enzimas, que pode ser resumida

segundo o Esquema I:""

Nesta modelo, a enzima, E, combina-se com o substrato, S, formando o complexo
ES com uma constante de velocidade k,. O complexo ES pode dissociar-se para E e S,
com uma constante de velocidade k,, ou pode prosseguir formando produto, P, com uma

constante de velocidade k; (Equacio 1).

V = k,[ES] (Eq.1)

As velocidades de formagio e de decomposi¢io de ES sido dadas pelas Equacdes 2

e Equacdo 3, respectivamente;

Velocidade de formagdo de ES =k, [E ] [S] (Eq.2)

Velocidade de decomposigdo de ES = (k2 + k3) [ES ] (Eq.3)

Quando as velocidades de formagdo e de decomposigdo do complexo ES sdo iguais

tem-se a Equacdo 4;

ol

A Equacio 4 pode ser simplificada pela definicdo de uma nova constante, K,

chamada de constante de Michaelis (Equacéo 5);

(Esq.

D
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K, = (Eq.5)

que, substituindo na Equacgao 4, obtém-se a Equacéo 6;

[ES]=-[§<]—A[;9] (Eq.6)

A concentrag@o do substrato ¢ igual a do substrato total, desde que a concentrag@do
da enzima seja muito menor que a do substrato. A concentragio da enzima ¢ igual a

concentragéo total da enzima, [E;] menos a concentragido do complexo ES (Equagdo 7).

[E]=[E,]-[ES] (Eq.7)

Aplicando essa expressido na Equacdo 6, tem-se a Equacio 8.

[ES]= ([Er];{[ES])[S] (Eq.9)

M

Ap0s a resolugdo desta, obtém-se a Equacéo 9.

[ES]=[ET][§]—% (Eq.9)

A velocidade méaxima, V ,,, € atingida quando os centros da enzima estéo saturados

max?

com o substrato, isto é, quando [S] é muito maior do que K,,, de modo que [S]/([S] + K}y

~ 1. Portanto,

Vi =ks [Er ] (Eq.10)
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Aplicando a Equacio 10 na Equacéo 9, chega-se a equagido da velocidade de

formag@o de produto de Michaelis — Menten;

[S]
F =V 514K, | (Eq.11)

onde V,,, € a velocidade quando a enzima esta completamente saturada com o substrato, e
K, € a constante de Michaelis, que ¢ a concentragdo de substrato na qual a velocidade de
reagdo ¢ a metade da maxima conforme mostrado na Figura 1.4 da pagina 6.

E conveniente transformar a equagio da velocidade de Michaelis-Menten em uma
que forneca um grafico de linha reta. Isto pode ser feito tomando-se a reciproca da

Equacéo 11, que resulta na Equacéo 12.

1_1 K, 1

A velocidade maxima, V,,,, ¢ igual ao produto de k, pela concentra¢do total da
enzima. A constante cinética k, ou k_,, chamada de niimero de rotag@o ou rotatividade
(turnover number), é o numero de moléculas de substrato transformadas em produto por
unidade de tempo, em um sé centro catalitico, quando a enzima esta totalmente saturada
com o substrato. Na Tabela 1.2 estdo listados alguns valores de k e K, de algumas

enzimas.'!
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Tabela 1.2  Valores de k., € Ky para algumas enzimas.

Enzima Fungiio Keat™ Ky®

Acetilcolinesterase  Regenera a acetilcolina 1,4 x 10* 9,5x 107

na transmissdo de impulsos nervosos

Anidrase carbonica Catalisa a hidratagdo de CO, 1,0 x 10° 1,2 x 102
Catalase Catalisa a conversdo de H,O, 1,0 x 107 2,5 x 107
Quimiotripsina Enzima proteolitica 1,9 x 10 6,6 x 10

(a) As unidades para kg sdo (moles de substrato) (moles de enzima)”' segundos™; (b) As unidades para

Ky, sdo moles litros™.

O valor de Ky depende de cada substrato em particular e, também das condigdes

reacionais, tais como pH, temperatura e forga idnica.

1.1.3 Serina proteases

Dentro da classe das hidrolases encontram-se as serinas proteases que constituem
um dos grupos mais difundidos de enzimas proteoliticas, ¢ s@o caracterizadas por
apresentarem um residuo de serina reativo. As enzimas proteoliticas catalisam a hidrolise
de ligagOes peptidicas de outras proteinas. As serinas proteases tripsina, quimiotripsina e
elastase sintetizadas pelo pancreas, formam um grupo de enzimas intimamente ligadas, sdo
cineticamente muito similares entre si. Elas hidrolisam peptidios e substratos sintéticos do
tipo éster e apresentam um pH 6timo, em torno de 8, para pH mais baixos ocorre uma
diminui¢do da atividade. Nos trés casos, ocorre a formagdo de um intermediario acil-
enzima, e durante a reagdo a parte carboxilica do substrato esterifica a hidroxila da serina

reativa da enzima. A principal diferenga entre as trés é a especificidade.” *

1.1.4 Quimiotripsina

A quimiotripsina como uma enzima proteolitica, pertence a classe das serina-

proteases e apresenta o seguinte nimero de classificagio EC 3.4.21.1,” o ultimo digito se

10
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refere as formas o e B da quimiotripsina. Ela € constituida por trés cadeias polipeptidicas
conectadas por duas pontes de dissulfeto intercadeias, com massa molecular de 25 kDa. A
quimiotripsina ¢ sintetizada como um precursor inativo com uma sé cadeia chamado
quimiotripsinogénio, que consiste de uma cadeia polipeptidica de 245 residuos de

aminoacidos. "

Figura 1.5  Estrutura tridimensional da a-quimiotripsina, mostrando os trés residuos de
aminoacidos cataliticamente importantes, Ser 195 (serina 195), His 57
(histidina 57) ¢ Asp 102 (aspartato 102)."'

11
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A estrutura tridimensional da a-quimiotripsina foi determinada por cristalografia
de raio-X. em 1967."* A molécula é um elipsdide compacto com as dimensdes 51 x 40 x
40 A. Ela contém vérias regides de folha pregueada B antiparalela e pouca a-hélice. Todos

os grupamentos carregados estdo na superficie da molécula, exceto os trés que exercem
uma fung#o importante na catélise, serina 195, histidina 57 e aspartato102. (Figura 1.5)"".

A quimiotripsina exerce uma fun¢do bioldgica importante que ¢ a hidrélise de
proteinas no intestino delgado. A clivagem de liga¢des peptidicas é seletiva, ocorrendo
somente no lado carboxilico de cadeias laterais aromaticas de tirosina, triptofano e
fenilalanina, ¢ de grandes radicais hidrofébicos como a metionina. A quimiotripsina
também hidrolisa ligagdes éster. Sistemas modelo baseados na hidrdlise de ésteres sdo
freqiientemente usados para o estudo de reagdes de hidrélise de peptidios.”> '

O substrato, acetato de p-nitrofenila, tem sido usado como modelo em estudos
cinéticos na hidrélise de peptidios. Na primeira etapa ocorre a combinag@o do acetato de
p-nitrofenila com a quimiotripsina, formando um complexo enzima-substrato. A seguir a
ligagdo éster ¢ clivada desse substrato. Um dos produtos, o p-nitrofenol, ¢ entio liberado
da enzima, enquanto o grupamento acetil do substrato fica ligado por covaléncia. A 4gua
ataca o complexo acetil-enzima, liberando o ion acetato e regenerando a enzima, conforme

mostrado na Figura 1.6.'

12
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]
Enzima| + |C—CH3——> +  OH
0 ?l:—CHg,
O
Intermediario
Acetil-Enzima NO,
NO, p-nitrofenol
Acetato de
p-Nitrofenila
Primeira etapa
O
: s N
Enzima] + H)O ——> + C—CH3+ H*
cli CHs Acetato
O
Intermediario
acetil-enzima Segunda etapa

Figura 1.6  Hidrdlise do acetato p-nitrofenila catalisada pela quimiotripsina.

Na primeira etapa, chamada de acilagio, ocorre inicialmente uma produg@o répida
de p-nitrofenol que corresponde a formag@o de um intermediario covalente acetil-enzima,
no qual o componente carboxilico do substrato ¢ esterificado com a hidroxila da serina
195. A propriedade nucleofilica do -OH da serina ¢ aumentada pela histidina 57, que
aceita um préton da serina, quando esta ataca o carbono carbonilico do substrato. A
histidina resultante com carga positiva € estabilizada pela interagdo eletrostatica com a
carga negativa do aspartato 102.""'* Na segunda etapa, chamada desacilagdo, ocorre a
hidrdlise do intermediario acetil — enzima, e esta é muito mais lenta que a primeira, ou seja
¢ areversa, com H,O substituindo o componente aminico.

Estudos cristalograficos de complexos com substratos analogos permitiram
caracterizar a conformag@o da triade catalitica formada pela serina, histidina e aspartato
(Figura 1.7).°

13
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Figura 1.7 Conformagdo da triade catalitica serina-histidina-aspartato  na

quimiotripsina.’

O mecanismo catalitico da quimiotripsina pode ser representado pelo Esquema 2,
no qual P; é o componente amina (ou alcool) do substrato, E-P, ¢ o intermedidrio

covalente, acetil-enzima, e P, é o componente acido do substrato.

(Esq. IT)

14
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1.2  ENZIMATICA EM MEIO ORGANICO

Enzimas em meio aquoso foram extensivamente utilizadas em processos
cataliticos, tanto na area tecnoldgica como cientifica por varios anos.'>'® Porém, seu uso
tornou-se limitado, pelo fato de muitos substratos serem pouco soluveis em agua,
necessitando de grande volume reacional e procedimentos de separag@o mais complicados.

O uso de solventes organicos em rea¢des enzimaticas superou este problema, e o
desenvolvimento de novos métodos permitiu que varias reagdes pudessem se tornar
viaveis.””'** A adi¢io de uma quantidade moderada de solvente organico, é uma forma
direta de aumentar a solubilidade de substratos hidrofébicos e de tornar possivel a reagdo.
Tanto solventes misciveis e os imisciveis em agua podem ser usados, sendo que no caso de
solventes imisciveis ocorre a formagdo de um sistema de duas fases. As enzimas € outras
substancias hidrofilicas estdo presentes na fase aquosa, enquanto os subétratos e produtos
hidrofébicos, estdo na fase orginica. Para que a bioconversdo possa ocorrer, € necessario
que o substrato seja transferido para a fase aquosa onde encontra-se a enzima. Apos a
reagdo, os produtos, quando hidrofdbicos, sio completamente transferidos para a fase

organica (Figura 1.8)."

Fase aquosa

Figura 1.8  Apresentagfio esquematica da conversio enzimdtica em sistema de duas

fases. S = Substrato, P = Produto, E = Enzima.

O uso da biocatalise em meio orginico apresenta uma série de vantagens.

Algumas destas foram apresentadas por Kvittinger,?® conforme mostrado a seguir:

15
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Aumento da solubilidade de substratos e produtos hidrofébicos;

Aumento da estabilidade da biocatalise;

‘Possibilidade de realizar reagSes sintéticas;

Redugdo de reagdes colaterais ndo desejaveis causadas pela agua;

Facilidade de interagir com outras etapas quimicas.

1.2.1 Meétodos usados para catalise enzimatica em meio organico

Existe uma série de métodos que foram desenvolvidos, que utilizam a catélise

enzimatica em meio orginico. Estes métodos podem ser divididos em dois grandes

grupos.'®

A. Preparacdes de enzimas sélidas. Dentro deste grupo tem-se:

1. Enzimas liofilizadas em pé ou em cristais.”

2.

Enzimas imobilizadas ou suportadas. Nesta metodologia normalmente nédo €
necessario que haja a formacfio de ligagBes covalentes entre a enzima e o
suporte. Uma das formas de imobilizar enzimas para uso em meio organico, €
inicialmente solubilizar em meio aquoso ¢ misturar ao suporte, € em seguida
remover a agua. Devido a grande aplicabilidade, existe uma variedade muito
grande de suportes solidos utilizados, tais como:

a) suportes inorganicos: terra de diatomicea calcinada,” silica gel ou

alumina®’ e crisotila,®**

b) polimeros sintéticos: polieteno e polipropeno,” poliestireno,”*
monometoxipolietileno glicol,”*
c) misturas de alginato de calcio € silicone,”

d) suportes polissacarideos: quitina.™

B. Preparagdes de enzimas solubilizadas. Neste grupo tem-se:

1.

Enzimas soliveis modificadas covalentemente em meio orgénico. Elas podem
ser covalentemente modificadas para tornarem-se soliveis em meio organico.
a) modificagdes com polietileno glicol,***

b) modificagdes com poliestireno,*

¢) modificagdes com poliacrilatos,”’

d) outros métodos com modificagdes covalentes. Varios grupos hidrofébicos

foram usados para tornar as enzimas mais susceptiveis para catilise em
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meio organico. Por exemplo: dinitrofluorobenzeno, cloreto de palmitoil,

acetaldeido, octaldeido e etc.’”*

Complexos ndo covalentes, soluveis em meio orgénico.

a) complexos enzima-surfactante. Enzimas podem ser dissolvidas em meio
organico usando surfactantes como agentes solubilizantes, tais como:
glutamato de didodecil glicosila® e glutamato de dioleil ribitila,”

b) complexos enzima-polimero. Alguns polimeros foram usados para formar
complexos, tornando-as soliveis, como por exemplo: etilcelulose,” poli-
(etilenoimina) alquilatado,*

¢) surfactante recobrindo nanogranulos.'®*

Enzimas em microemulsdo. Outra forma de usar enzimas em meio orgénico ¢é

dissolvé-las previamente em uma quantidade pequena de agua e depois

solubiliza-las em microemulsdes. Inumeros s3o os trabalhos publicados
usando este sistema.'?>*>¢

Enzimas em organo-gel. Este sistema é formado pela solubilizagdo de gelatina

em microemulsdes do tipo agua/dleo, até obter um gel transparente, cuja

rigidez é determinada pela quantidade de gelatina adicionada."” Os grupos dos
professores Robinson (UK)'**"*! e Nascimento (UFSC)"****** tem estudado
extensivamente o uso deste sistema para imobilizar enzimas e utiliza-lo na

catélise enzimatica em meio organico.

Em todos sistemas biocataliticos contendo solventes, a atividade catalitica e a
estabilidade da enzima ¢ influenciada pela natureza destes solventes. A polaridade do
solvente ¢ extremamente importante. Uma diminuic@o da constante dielétrica do meio,
leva a um aumento da interagdo eletrostatica entre os residuos carregados da enzima, o que
pode levar a uma diminuigio de sua flexibilidade, acompanhada pela redugfo da atividade
catalitica. Por outro lado, a alta polaridade do sitio ativo da enzima, tem sido sugerido
como um fator importante para o aumento da atividade catalitica. A mudanca na constante
dielétrica também altera o valor do pK para todos os residuos tituldveis na superficie da
proteina. Tais mudangas, no sitio ativo ou perto dele, podem mudar a ligagdo e/ou a
conversido dos substratos. Se a mudanca da convstante dielétrica for muito dréstica, esta

pode afetar a estrutura tridimensional da enzima.
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A presenga de um solvente orginico sempre constitui um risco para a inativagio
da enzima. A maneira de como ocorre a interagdio dos solventes organicos com a molécula
da enzinia, e a influéncia que estes exercem sobre sua estabilidade ndo estda bem clara.
Quando solventes misciveis em agua sdo adicionados em concentragdes moderadas, néo
sdo observados efeitos negativos para enzima. Entretanto, quando grandes quantidades sdo
necessarias para dissolver o substrato, isto pode levar a inativagdo da mesma. O grau de
inativagio depende do solvente usado e para cada solvente a velocidade da inativagdo pode
ocorrer abruptamente com a diminui¢3o da concentragdo de agua abaixo de um certo
valor.'®™

A tendéncia dos solventes de inativarem as enzimas, ndo depende unicamente da
hidrofobicidade. Outras caracteristicas fisico-quimicas sfo importantes, tais como: a
habilidade de solvatagio e a geometria molecular.”

Para a preparagdo de enzimas sélidas normalmente pode-se usar uma grande
variedade de solventes, 0 que permite a otimiza¢do da escolha em relagio a atividade e
estabilidade. No entanto, a escolha do solvente em sistemas que usam enzimas
solubilizadas em meio orginico € muitas vezes mais restrita. Enzimas modificadas
covalentemente com polietileno glicol mostram boa solubilidade, principalmente em
hidrocarbonetos arométicos e clorados. Hidrocarbonetos aromaticos sdo tambem bons
solventes para a formagdio de complexos enzima-polimero. Para a obtengdo de
microemulsdes sdo usados uma variedade muito grande de solventes. No entanto, os
hidrocarbonetos s3o os solventes organicos mais usados para prepara¢do de microemulsdes
contendo enzimas.'®

O contetdo de dgua ¢ outro fator que pode influenciar nas reagdes enzimaticas em
meio or