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Estudos enzimiticos utilizando a UDP-glucuronil transferase
e a B-glicosidase voltados 2 sintese de derivados glicosidicos da

violaceina

Autor: Juliano Souza Ribeiro
Orientador: Prof. Dr. Nelson E. Duran Caballero
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RESUMO

Neste trabalho foram estudados o crescimento da Chromobacterium
violaceum em escala piloto e uma nova metodologia de extracfo e purificacio
da violaceina, um metabélito secundario produzido pela bactéria.

A violaceina ¢ um pigmento natural extraido da Chromobacterium
violacewum com importantes atividades biologicas, porém, com baixa
solubilidade em sistemas aquosos.

Foram realizadas reagdes de biotransformagio da violaceina, utilizando
enzimas, na tentativa de obtengo de seus derivados glicosidicos.

Para 1sso, foram necessarios estudos cinéticos de duas enzimas, a UDP-
glucuronil transferase e a B-glicosidase. Estes estudos demonstraram a variagao
da constante de velocidade enzimética em fungio de diferentes agentes
desnaturantes, tais como surfactantes e solventes.

Alguns testes foram realizados também com moléculas modelo, tais como

p-nitrofenol, octanol e 5°-hidroxindol, para otimizagdo do sistema.
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Enzymatic studies using UDP-glucuronosyl transferase and
B-glucosidase directed to the synthesis of glicosidic derivatives of

violacein

Author: Juliano Souza Ribeiro
Advisor: Prof. Dr. Nelson E. Duran Caballero

Key words: Violacein, UDP-glucuronosyl transferase and B-glucosidase

ABSTRACT

In this work the growth of the Chromobacterium violaceum in pilot scale
and a new methodology of extraction and purification of violacein, a secondary
metabolite produced by this bacteria, had been studied.

The violacein is a natural pigment extracted of the Chromobacterium
violaceum with important biological activities, however, with low solubility in
watery systems. Reactions of biotransformation of the violacein had been
carried using enzymes, in the attempt of attainment of its glycosides
derivatives.

For this, kinetic studies of two enzymes, the UDP-glucuronil transferase
and B-glucosidase had been necessary. These studies had demonstrated the
variation of the enzymatic rate constant in function of different denaturing
agents, such as surfactants and solvent.

Some tests had been carried also with model molecules, such as p-

nitrophenol, octanol and 5'-hydroxyindol, for otimization of the system.
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Capituloe 1

1. Introducio

Microrganismos sintetizam compostos quimicos de baixa massa molar.
Denominados metabdlitos secunddrios (MSs) estes compostos sdo
biossintetizados na fase estacionaria do crescimento celular. A fungfio destes
MSs na fisiologia dos microrganismos €, de acordo com a literatura, uma
questdo ainda de intenso debate (Yilmaz e col., 2004; Belofsky ¢ col., 2004).

A violaceina € o principal pigmento produzido pela Chromobacterium
violaceun (Duran e Menck, 2001). Além de suas propriedades antibidticas
(Lichstein e Van de Sand, 1945) e tripanocida (Caldas e col., 1978; Duran ¢
col., 1994) esse pigmento apresenta atividade citotdxica em células de
mamiferos (Durén e col., 1989), propriedade antiviral (May ¢ col., 1991), anti-
micobacteriana, antioxidante (Rettori ¢ Duran, 1998) e tumoricida (Duréan e
col.,, 1996; De Azevedo e col.,, 2000 a, b). Estudos recentes indicam ainda que
0 pigmento induz apoptose em culturas de células de HL60 (Melo e col.,
2003).

Na tentativa de obtengdo de um derivado mais hidrosoluvel da
violaceina, foram propostas biotransformagdes deste pigmento utilizando para
tanto tratamento direto com enzimas. |

As consideragdes mais relevantes para a incorporagio dessa técnica a
sintese sdo a régio, estéreo ¢ quimioseletividade que podem ser alcancadas
utilizando—se reagbes de catlise enzimética (Wendy, 2000). Também,
algumas dificuldades em sintese decorrentes das condig¢des experimentais

requeridas pelos reagentes quimicos que incitam a indesejaveis isomerizacdes,



racemizagdes ou rearranjos, podem ser contornadas utilizando reagdes
enzimaticas, que empregam condigdes bem mais brandas. (Wendy, 2000;
Riva, 2001).

A catalise enzimatica promove, portanto, uma alternativa para a quimica
sintética que € muitas vezes competitiva representando uma nova se¢do de
ferramentas na quimica orgénica.

Alquil-B-D-glucosideos sdo um grupo de substincias anfifilicas nio
iénicas, das quais diferentes atividades bioldgicas e biodegradabilidade podem
ser exibidas. Eles possuem aplicagdes Uteis em indastrias alimenticias, de
cosmeéticos ¢ farmacéutica. A sintese enzimatica dessa classe de compostos
vem atraindo interesses consideraveis nos ultimos anos (Lirdprapamongkol ¢
Svasti, 2000; Ruiz e col., 2001; Goyal ¢ col., 2001).

Na sintese enzimadtica de derivados glicosidicos da violaceina, foram
utilizados como biocatalisadores as duas enzimas responsaveis por
transferéncias de unidades glicosidicas, a B-glicosidase e UDP-glucoronil
transferase. A utilizagdio dessas duas enzimas tem sido amplamente
documentada na modificagdo de uma variedade de compostos fenolicos e
alcoois (Stevenson e Hulb, 1999; Svasti € col., 2003) .

O substrato 5-hidroxindol, em alguns casos, foi utilizado, como
modelo, para a padronizagdo e otimizagdo das reagdes enzimaticas, devido a
disponibilidade comercial deste composto e de suas caracteristicas estruturais

semelhantes a violaceina (grupos indolicos).



1.1. Objetivos

Este trabalho tem como objetivos:

Otimizar produgéo e purificacdo de violaceina.

Estudar a atividade enzimatica da UDP-glucuronil transferase em solventes
orgénicos e surfactantes.

Sintese enzimatica de derivado glucurbnico do 5’-hidroxindol utilizando a
UDP-glucuronil transferase (modelo).

Sintese enzimatica de derivado glucurdnico da violaceina utilizando a UDP-

glucuronil transferase.

Estudar a atividade enzimatica das B-glicosidases em diferentes solventes
orgéinicos.

Sintese enzimatica do derivado glicosidico do octanol utilizando as B-
glicosidases (modelo).

Sintese enzimatica de derivado glicosidico da violaceina utilizando as j-
glicosidases.

Sintese enzimatica de glicosideos dos derivados N-hidroximetilicos da

violaceina utilizando as $-glicosidases.



Capitulo 2

2. Revisido bibliografica

2.1. Violaceina

2.1.1. Chromobacterium violaceum

A Chromobacterium violaceum (figura 2.1.1.) é uma bactéria
quimiorganotrofica, gram-negativa e anaerobia facultativa. Esta, possui
formato de bastonete com dimensdes de aproximadamente 0,5-1 x 2-3 pum, se
locomove por meio de um flagelo polar e de quatro flagelos laterais. Ela €
saprofita e se encontra em amostras de solo e agua de regides temperadas, mas

principalmente de regides tropicais e subtropicais do planeta (Silvendra e Lo,
1975).

Figura 2.1.1. Microscopia eletronica da Chromobacterium violaceum



A C. violaceum foi documentada pela primeira vez em 1881
(Bergonzini, 1881) e seu 1solamento no Brasil se deu em abril de 1976 a partir
de uma amostra de agua proveniente da estagdo de tratamento de agua de
Manaus, sendo identificada por pesquisadores do Instituto de Microbiologia
da UFR] (Caldas e col. 1978).

Esta bactéria vem sendo considerada ndo-patogénica para os humanos,
contudo, ja existem registros clinicos de infec¢do causados pela bactéria até
mesmo com casos fatais (Daguilh e Baig, 2004; Shao e col., 2002; Dromigny
e col., 2002).

2.1.2. Violaceina

A Chromobacterium violaceum produz um pigmento intracelular
chamado de violaceina (figura 2.1.2.). Reilly e Pyne foram os primeiros a
estudar mais detalhadamente a estrutura quimica deste pigmento (Reilly e
Pyne, 1927). Eles sugeriram um procedimento de extragdo e purificagdo, além

de uma possivel formula molecular (CsoHso0;,5N5).

Grupo pirrolidona

N\
N Grupo
H N Oxildol

Grupo 5 -hidroxindol

Figura 2.1.2, Estrutura da violaceina
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A partir de entdo surgiram vérias sugestdes de diversos autores para a
formula molecular e a estrutura quimica da violaceina, todas sem Ssucesso
(Beer € col., 1949). Baliantine e colaboradores foram os que deduziram, em
1958, através de estudos de degradagdio e sintese, a estrutura correta da
violaceina (Baliantine e col., 1958).

Estes pesquisadores também propuseram corretamente a estrutura do
pigmento produzido em menor proporgio pela C. violaceum: a
deoxiviolaceina. A unica diferenca entre esse pigmento e a violaceina é que a
deoxiviolaceina néo possui o grupo hidroxila na posi¢do 5 do anel aromatico

do grupamento indolico.

N

N i

H H

Figura 2.1.3. Estrutura da deoxiviolaceina

Além da violaceina e da deoxiviolaceina a Chromobacterium violaceum
produz outros inumeros compostos: oxiviolaceina (Hoshino e Ogasawara,
1990), HS-1 (Hoshino e col, 1994-patente), pseudodeoxiviolaceina e
prodeoxiviolaceina (Hoshino e col., 1994), proviolaceina ¢ pseudoviolaceina
(Hoshino e col, 1995, Momen e col, 1998), alguns inclusive com
propriedades antibioticas: aerocianidin (Parker e col., 1988), aerocavin (Singh

e col., 1988), 3,6-dihidroxindoxageno (Hamada e col., 1983) dentre outros.



A violaceina, teve vérias propostas mecanisticas sobre seu caminho
biossintético (Hoshino e col., 1987a, 1987b, 1990,1993 e 1995), sendo
totalmente esclarecido por Momen e Hoshino onde um rearranjo
intramolecular do anel inddlico ocorria no sitio do 5'- hidroxindol (Momen e
Hoshino, 2000).

O papel fisioldgico deste pigmento, tdo pouco deixou de ser um
mistério apesar da existéncia de teorias para sua elucidagdo (De Moss ¢ col.,
1967; Durén e Fajoni, 1980; Duran e Menck, 2001).

A caracterizagdo da violaceina realizou-se principalmente na década de
80 através de espectros de Ressondncia magnetica nuclear de proton (RMN
H) e carbono 13 (RMN 0), espectroscopia de infravermelho (Laatsch e col.,
1984), espectroscopia de ultravioleta, espectrometria de Massas (Riveros,
1986; Riveros ¢ col., 1988; Rettori ¢ Duran, 1998) e por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) (Rettori e Duran, 1998).

A sintese total da violaceina foi descrita por Wille e Steglich em 2001
(Wille e Steglich, 2001).

2.1.3. Propriedades biolégicas da violaceina

Os cientistas Lichstein e Van de Sand foram os primeiros a fazer um
estudo abrangente das propriedades antibidticas da violaceina. Este estudo
encontra-se relatado num artigo publicado em 1945 no Journal of Infectious
Diseases (Lichstem e Van de Sand, 1945). Até aquela data haviam sido
reportadas a morte por septicemia, devido a C. violaceum, de 3 pessoas nos
E.U.A. O que chamou a atengdo de Lichstein e Van de Sand nas lesdes de pele

das vitimas era a auséncia de microrganismos contaminantes, levando-os a
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suspeitar da possivel atividade antibidtica da violaceina. Eles fizeram testes
em 51 cepas de bactérias, totalizando um numero de 21 espécies. Os
resultados mostraram que a violaceina possuia marcante efeito nibitério no
crescimento de bactérias Gram positivas, ¢ pequeno efeito, nas Gram-
negativas.

A partir de entdo, além da atividade bactericida, surgiram trabalhos
atribuindo a violaceina propriedades tripanocidas (Caldas e col, 1978;
Riveros e col, 1988; Duran e col., 1989), antiviral (May e col., 1991),
tumoricida (Duran e col, 1996; De Azevedo e col., 2000a,b), antioxidante
(Aski e col., 1997; Rettori e col., 1998), anti-micobacteriana (Souza ¢ col.,
1999) além de apresentar atividade citotoxica em células de mamiferos (Duran
e col., 1989; Haun ¢ col., 1992).

A propriedade fotobiologica da violaceina foi proposta por Caldas
quando estudos sobre a natureza da peculiar coloragdo do Rio Negro (AM-
BRA) foram realizados (Caldas, 1977, Caldas ¢ col., 1978). A potencialidade
fototerapéutica da violaceina foi sugerida ainda por Duran e Faljoni-Alario
(1980) e Campos € col., (1982).

Estudos recentes indicam ainda que o pigmento induz apoptose em
culturas de células de HL60 (Melo e col., 2003).

2.2. Hipotese

Dados da literatura reportando alteragdes e melhorias na atividade
biologica de alguns compostos quando transformados em alquil-B-D-
glicosideos (figura 2.2.1.), nos levaram a crer que derivados glicosidicos da

violaceina seriam soltveis em 4gua e poderiam também apresentar atividades
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biologicas diferentes ou ainda maiores que desse pigmento (Sasaki € col.,
1996, Jenkins e col., 2000; Day e col., 2000; Stevenson e col., 2000).

{CHas)z

HO

Quercetina -D-glicopiranosideo Lisergol B-D-glicopiranosideo

Figura 2.2.1. Derivados glucurdnicos de algumas moléculas

biologicamente ativas
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2.3. Enzimas e a biocatilise

Chamamos de enzimas as proteinas complexas que catalisam processos
biolégicos. Elas estdo entre as biomoléculas mais notaveis devido a sua
extraordindria especificidade e poder catalitico, que sdo muito superiores aos
dos catalisadores produzidos pelo homem. Praticamente todas as reagdes que
caracterizam o metabolismo celular so realizadas por enzimas. As enzimas
sdo, portanto, consideradas as unidades funcionais do metabolismo celular.

A sintese e modificagdo de compostos utilizando enzimas vém atraindo
interesses consideraveis nos ultimos anos devido a grande régio, estéreo ¢
quimio seletividades apresentadas por esse processo.

Os termos biocatalise ou biotransformac&o abrangem o0s processos em

que enzimas sdo utilizadas como catalisador na conversdo de substratos.

2.3.1. Reagdes enzimaticas de transferéncia glicosidica

Existem dois grupos de enzimas que podem ser utilizadas para a sintese
de glicosideos. A familia das glicosil transferases e a familia das glicosidases
(enzimas hidroliticas).

Dentro dos grupos existem determinadas abordagens, tais como,
vantagens ¢ limita¢des ligadas a cada uma das enzimas cataliticas.

As glicosidases, por exemplo, exibem um amplo espectro de
especificidades com relago as agliconas (substratos) que serdo glicosiladas.

Por outro lado, a glicosilagio de uma vasta classe de substratos

fendlicos, nosso principal interesse, vem sendo catalisada por outra familia de
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enzimas, as glucuronil transferases, tais como UDP—glucoronil transferase.
(Thiem e col. 1998).

Porém, a necessidade do uso de co-fatores pelas UDPGTs, pde em
confraste as duas enzimas utilizadas, pois as glicosidases catalisam a formagdo
de glicosideos anomericamente puros sem a necessidade do uso desse co-

fator.

2.3.1.1. Uridina difosfo—glucuronil transferase (UDPGT)

As urudina-difosfo-glucuronil transferases (figura 2.3.1.) pertencem a
uma familia de enzimas ligadas a membrana encontradas em organismos vivos
que glucuronizam ambos compostos endogenos e xenobidticos tais como

bilirubina, esterdides, drogas e poluentes ambientais.

Figura 2.3.1. Estrutura cristalina da UDP-glucuronil transferase
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A maior fungio da glucuronizagio ¢ transformar compostos
hidrofobicos em derivados soluveis, facilitando assim sua desintoxicagdio e
excrecdo (Radomisnska-Pandya ¢ col., 1999).

Entretanto, UDPGTs podem também sintetizar glucuronideos
biologicamente ativos ou mais toxicos que seus antecessores (Ritter, 2000,
Mackenzie e col., 2003).

A aplicagdo in vitro desse importante processo metabdlico ¢
amplamente documentada em escala analitica. Entretanto, em rela¢do a sintese
orgénica cldssica um processo biocatalisado elaborado com sucesso em escala
micro, quando adaptado ao nivel de gramas aparece como um processo ndo
trivial (Thiem e col., 1998).

Apesar do desconhecimento do mecanismo molecular exato, na
formacdo de glucuronideos, a configurag@o do produto sugere um mecanismo
de substitui¢do nucleofilica SN,, do grupo UDP resultante na inversdo de
configuragio. Atomos com O, S, e C, sendo nucleofilicos, podem formar

ligagdes glicosidicas (Figura 2.3.2.).

COzNa

UDP-glucuronil transferase 0
@—OH > HO
R; HO O

OH

COzNa

HO oUDP UDP

OH

HO

UDPGA

Figura 2.3.2. Representaciio da reacio enzimitica da UDPGT
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A partir de dados encontrados na literatura, podemos observar uma
diversidade estrutural de compostos glucuronideos (Stevenson e col., 2000;
Shimizu e col., 2003; Lu e col., 2003). Isto sugere que a transferase seja capaz
de se ligar seletivamente a uma variedade de moléculas com diferentes formas
geomeétricas e tamanhos, isto €, a enzima € polimdrfica, ou seja existe mais do
que uma transferase. Até o momento, mais de 35 produtos de genes diferentes
de UGT foram descritos em um grande numero de diferentes espécies, sendo
separadas em 2 subfamilias, onde a segunda € responsavel pelo processo
catalitico (King e col., 2000; Nakajima e col., 2002; Leclerc e col., 2002).

2.3.1.2. B-glicosidase

As [-glicosidases (figura 2.3.3.) pertencem a uma classe de enzimas
hidroliticas que em determinadas condigdes podem ser utilizadas na formacdo

de ligagdes glicosidicas.

Figura 2.3.3. Estrutura cristalina de uma glicosidase cianogénica extraida

do algodao
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As B-glicosidases podem ser extraidas de diferentes fontes tais como
Thermotoga maritima (Goyal e col., 2001), Pyrococcus furiosus (Roode ¢
col., 2001), Pinus avium L. (Gerardi e col., 2001), Dalbergia cochinchinensis
(Svasti e col., 1999), Aspergillus niger (Gunata e col., 1997) e Thai rosewood
(Lirdprapamongkol e Svasti, 2000) entre outras, porém, algumas destas
demonstram baixa reatividade na glicosilagdo de 4lcoois terciarios e fendis,
pois, as representantes dessa classe de enzimas se diferem na especificidade
aos substratos (Conn, 1993). Elas funcionam, por exemplo, em adigdo
glicosidica a alcoois, hidroxiaminoacidos e nucleosideos. Respondem ainda a
aceptores néo alcodlicos tais como oximas e tiois. (Van RantwijK e col.
1999).

O mecanismo hidrolitico das B-glicosidases € considerado similar 4 uma

catalise acida (Sinnott, 1990),

)

Rend. do

glicosiden A. Sintese do glicosideo

via hidrohise reversa

B. Sintese do glicosideo
via transglicosilagao

C. hidrolise do glicosideo

Tempe

Figura 2.3.4. Glicosilacio via controles termodinimico e cinético
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A classe das glicosidases podem ser utilizadas para a sintese de
glicosideos por dois modos: a transglicosilacdo, controlada cineticamente e a
hidrélise reversa, controlada termodinamicamente (Van Rantwijk e col., 1999;
Roode ¢ col., 2001; Vic e col., 1996) (Figura 2.3.4).

A. Hidrolise reversa

A hidrolise reversa esta baseada no deslocamento termodindmico do
equilibrio. Neste processo ocorre a hidrolise da ligagfio glicosidica que pode
ser reversivel. Este deslocamento € possivel pelo aumento da concentragio
dos substratos (hexose e nucle6filo) e diminuigdo da atividade aquosa (Vic e
col., 1997; Vulfson, 1990). Este processo utiliza um monossacarideo como um
dos substratos ¢ vem sendo chamado de glicosilagdo direta ou “hidrolise
reversa” (Likolov e col., 1989).

Relativamente, poucos resultados (Vulfson e col., 1990; Petit e col,
1991), foram descritos utilizando controle termodinamico, mas acredita-se que
este caminho possa se tornar uma eficiente rota sintética de alquil glicosideos
(Vic e col., 1996; Johansson € col., 1989).

OH
OH o Beta Glicosidase 0

OH H,O/Solvente

OR
HO + HyO

HO OH

HO

Figura 2.3.5. Representaciio da reaciio de hidrdélise reversa utilizando j3-

glicosidase
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B. Transglicosilacao

A transglicosilagdo ¢ um processo onde um composto ¢ utilizado como
doador glicosidico para um nucledfilo (por exemplo, um élcool) presente no
meio reacional gerando uma nova ligagdo glicosidica.

Desde que o glicosideo formado durante a reacdo se torne também um
substrato para a enzima, o sucesso do método depende de (i) transglicosilagio
muito mais rapido do que a hidrélise glicosidica e (ii) a raz&o de hidrélise do
produto ser menor que a hidrélise do doador glicisidico. Na pratica estas
condicdes podem ser alcangadas facilmente. Uma situagdo analoga pode ser
encontrada em sintese enzimatica de peptideos usando proteases (Nilsson,
1988; Nilsson, 1990).

Este processo ¢ 0 mais comumente descrito pela literatura e vem sendo
aplicada com sucesso na sintese de numerosos glicosideos (Crout e col., 1991;
Svasti e col., 2003).

OH
0 | on OH
HO Beta Glicosidase 0 or
HO OH + ROH ——» Ho% .
H0/Solverte  HO OH @
NO,

NO,

Figura 2.3.6. Representacio da reagio de transglicosilacio utilizando B-

glicosidase
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2.3.2. Biocatalise com a utilizacdo de meios nio convencionais

2.3.2.1. Utilizacdo de solventes orgéanicos

Atendendo que o conceito de biotransformagdo esta associado ao uso de
biocatalisadores, nas quais a 4gua ¢ o solvente preponderante, ¢ facil
compreender que a mesma fungdo tenha sido desempenhada por este solvente
em mndameros e_studos de cinética enzimatica. Observou-se, no entanto, que o
uso exclusivo de agua como solvente de meios de biotransformacéo restringia
a gama de aplicagdes da biocatalise, bem como limitava a produtividade de
diversos processos, por exemplo, os que envolviam substratos hidréfobos.

Por outro lado, a constatagio de que muitas enzimas operam iz vivo em
ambientes ricos em liquidos hidréfobos, levou a conclusfio de que estes meios
predominantemente ndo-aquosos sdo adequados a expressdo de atividade
biocatalitica. A convergéncia destes dois aspectos conduziu a incorporagio no
melo reacional, de solventes orgénicos, fluidos supercriticos, fases gasosas ou
fases sélidas, aos quais se convencionou atribuir a designagio de meios ndo-
convencionais.

As principais raz0es para a utilizacdo de meios ndo-convencionais s3o
essencialmente o fato destes permitirem: primeiro, a solubilizacdo de
substratos e/ou produtos hidréfobos, levando ao desenvolvimento de
processos com produtividade volumétrica elevada. Segundo, a reducio de
possiveis efeitos inibitorios ou/e toxicos por parte do substrato e/ou produto,
em que o solvente organico pode ser selecionado de modo a funcionar como
diluente, reduzindo a concentracéo interfacial na fase aquosa (por parti¢éo) de

substratos e/ou produtos. E por ultimo, o equilibrio quimico, no caso de
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enzimas hidrolases, pode ser deslocado no sentido contrario, favorecendo

reagdes de sintese (Vulfson e col., 1990; Vic, e col., 1997).

2.3.2.2. Utilizacédo de surfactantes

Uma das principais aplica¢des dos agentes tensoativos em biotecnologia
¢ na solubilizagdo de substincias hidrofébicas em meios aquosos e de
proteinas das membranas biologicas. A escolha do tensoativo mais adequado
para estes fins tem sido essencialmente empirica e, no caso da recuperacdo de
proteinas com atividade enzimatica, a preservagdo dessa atividade é um
critério prioritario.

N&o sendo possivel fazer generalizagdes quanto a escolha de
tensoativos €, no entanto, possivel dizer que os nfo ibnicos sdo, em geral,
menos desnaturantes para proteinas solubilizadas do que os i0nicos.

Os tensoativos ndo i0nicos, normalmente nfo induzem alteragdes
conformacionais nas proteinas que causam perdas das suas propriedades
biologicas, ao contrario dos tensoativos anidnicos e catidnicos, com
caracteristicas desnaturantes.

A agdo desnaturante dos tensoativos idnicos resulta da combinagdo de

uma "cabeg¢a" polar com carga e de uma "cauda" apolar flexivel (figura 2.3.7.).
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Figura 2.3.7. Representacio da desnaturacdo protéica causada pelo
contato com agentes desnaturantes tais como solventes e surfactantes

ionicos

2.4. Imobiliza¢do enzimatica

O uso efetivo das enzimas pode ser dificultado por algumas propriedades
peculiares das proteinas enzimaticas, tais como alta sensibilidade a agentes
desnaturantes, diminui¢do de atividade ou efeitos toxicos. Alguns desses
fatores podem ser removidos pelo uso de enzimas imobilizadas. Este caminho
tem provado ser mais vantajoso para catalise enziméatica do que seu uso com

enzima livre (Durén e col., 2002).
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Desde que os métodos usados para procedimento de imobilizagio
influenciam grandemente as propriedades dos resultados biocataliticos, a
selecdo de estratégias de imobilizaglio determinam os processos especificos
para a catalise. Eles incluem vérios pardmetros tais como, atividade catalitica,
efetivagdo da utilizagdo catalitica, desativagdo, regeneragdo cinética e custos.
Toxicidade de reagentes de imobilizacdio também devem ser considerados
Jjuntamente com o processo de imobilizagdo, despejo de residuos e aplicagdo.

~ Varias técnicas podem ser aplicadas para imobilizar enzimas sobre
suportes solidos. Eles sfo principalmente baseados sobre mecanismos
quimicos e fisicos. Métodos de imobiliza¢do quimica incluem (i) ligagdo da
enzima a matrix por ligagdes covalentes; (ii) entre-cruzamento (cross-linking)
entre a enzima € a matriz e (iii) entre-cruzamento entre a enzima e reagentes
bifuncionais. Métodos fisicos, como adsor¢do, envolvem a captagdo
(entrapment) das moléculas da enzima dentro dos poros da matrix (Figura
2.4.1.) (Zaborsky, 1974; Duran ¢ col., 2002).

(a) Métodos quimicos
£ M= maltrix insollivel em agua
E = erzima

E

Enzima ligada a matrix
por ligagdes quimicas

Entre-cruzamento enzima e
Enfre-cnzamento reagentes mulfifuncionais
enzima e matrix
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{b) Métodos fisicos
rrsY 777 rsrr7s) —

N>

srrrrzreYcrrerreNerissrrides,

Enzimas encapsuladas no poro da fibra

Enzimas encapsutadas
rno poro da fibra

Enzimas encapsuladas dentro Enzimas encapsuladas dentro
da matrix de gel insoluvel de uma micela reversa

Figura 2.4.1. Diferentes tipos de processos de imobilizacdo: (a) métodos

quimicos; (b) métodos fisicos

2.4.1. Suporte solido para imobilizacdo enzimatica

Eupergit®C ¢ um suporte para imobilizagdo de enzimas com potencial
industrial para utilizagdo em quimica fina e farmacéutica (Katchalski-Katzir ¢
Kraemer, 2000). Foi desenvolvido entre 1974 ¢ 1980 pela Réhm, Alemanha
(Kraemer e col., 1975), sendo a primeira indistria a introduzir a tecnologia
enzimatica, aproximadamente ha 100 anos. Otto Réhm também descobriu em
1930 a polimeriza¢do de metil meta acrilato, o qual € conhecido hoje como
vidro acrilico e como conseqiiéncia natural, desenvolveu o carregador para
enzimas sobre a base de polimerizac&o de metil acrilato.

Eupergit®C consiste de macroporos de esferas “macroporous beads” com

didmetros entre 100 e 250 um, produzidos por copolimerizagio de N,N -
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metileno-bis-(metacrilamida), glicidil metacrilato, alilglicidil éter e

metacrilamida (Figura 2.4.2.).
o0
HLL—>— C —NH, (o}
0 H SN
I —CH;— O—CH,— CH — CH
He — ——-C—N\g H ?l z 2 2
H\N“C— —CH,4 (o]
VN
HC—>—C— 0 —CH, — CH — CH
o}

Figura 2.4.2. Estrutura quimica do Eupergit °C.

Sua estrutura € estivel quimica e mecanicamente, inclusive sobre pHs
entre 0-14, ndo apresentando expansio ou redugdo mesmo em mudancas
bruscas de pH. O Eupergit®C liga-se as enzimas via grupos oxiranos que
reagem em pH neutro ou alcalino, essas ligagdes ocorrem covalentemente com
grupos amino dessas proteinas. Este processo torna esses catalisadores mais
estaveis, conseqiientemente, diminuindo a perda da atividade biocatalitica
(Katchalski-Katzir e Kraemer, 2000).

Devido a alta densidade dos grupos oxiranos na superficie das esferas
(600 pumol g de Eupergit®C seco), a capacidade ligante de uma enzima ¢ de
aproximadamente 100 mg proteina g’ Eupergit® C (peso seco). E
comercialmente disponivel mundialmente, sendo empregada varias toneladas
por ano para utilizagdo em biocatalise. Com relagdo a produtividade, na
maioria dos casos apresenta-se maior que 1000 Kg produto/Kg de Eupergit®C
seco. O custo do Eupergit® C na produgdo de Eupergit®C-enzimas, na maioria
dos casos, ¢ menos do que US$ 0.42/Kg de produto, que € por exemplo,

menos de 1% do custo avaliado em US$ 42/Kg de produto (Katchalski-Katzir
e Kraemer, 2000).
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Capitulo 3

3. Materiais e métodos

3.1. Técnicas de caracterizacio

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram
realizadas utilizando um equipamento Shimadzu LC-10AD, com coluna
analitica Shim-Pak C18 ¢ detector de UV-visivel.

Os espectros de RMN H' foram obtidos nos equipamentos disponiveis
no 1Q, que operam na faixa de 300 ¢ 500 MHz, em DMSO, D,0 e CD;CN a
temperatura ambiente.

Os espectros de infravermelho em pastilhas de KBr foram obtidos em
equipamentos disponiveis no IQ (Bomen/MB Séries), operando na faixa de
4000 a 400 cm™.

Os espectros de ultravioleta, na faixa de 700 a 200 nm, foram obtidos no
Hitachi U-2000-Spectophotometer, disponivel no laboratorio de pesquisa.

As analises de espectrometria de massas foram realizadas no
Laboratorio THOMSON no Instituto de Quimica da UNICAMP.
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3.2. Violaceina

3.2.1. Microrganisme e manutencio

Partindo de uma cultura de Chromobacterium violaceum CCT 3496 da
colecdo da Fundagdo André Tosello, Campinas, SP, isolou-se uma colénia,
apos cultivo por esgotamento em placas de agar. Esta coldnia pura de C.
Violaceum fo1 utilizada em todas as fermenta¢Ges descritas neste trabalho.

A manutengdo da cultura foi feita em caldo nutriente (o-D—glicose
anidra 0,5%, peptona bacteriologica 0,5%, extrato de levedura 0,2%, em agua
destilada) mantida em shaker a temperatura de 30° C e agitagdo de 150 rpm.

3.2.2. Producio de violaceina a partir da cultura de células de
Chromobacterium violaceurn CCT 3496 em fermentador com

capacidade para 30 L

Em frasco Erlenmeyer de 50 mL contendo 20 mL de caldo nutriente
esterilizado (a-D—glicose anidra 0,5%, peptona bacteriolégica 0,5%, extrato
de levedura 0,2%, em 4gua destilada) acrescido de triptofano 0,03% foi
inoculada a bactéria (pré-indculo). Incubou~se o frasco por 18 horas em
shaker rotatorio (a 30°C e 200 rpm). Deste primeiro pré—indculo, preparou—se
outro nas mesmas condi¢des do primeiro utilizando 50 pul de volume do
mesmo. A partir do segundo pré-indculo preparou-se o indculo em
Erlenmeyer de capacidade 500 mL contendo 300 mL do caldo nutriente
acrescido de triptofano 0,03 % e incubou—se por 20 h, a 30°C e 200 rpm.

Em um béquer de 5 L pesou—se os outros componentes do meio de
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cultura (20 g de peptona, 336 g de extrato de levedura e 268 g triptofano em
um volume de 4 L de é4gua. Transferiuv—se o conteado do béquer a um
biorreator ML-4100 (fermentador de ago inoxidavel New Brunswick
Scientific, capacidade 30 L). Completou—se o volume do biorreator para 19,2
L. Esterilizou—se este meio de cultura no biorreator (1200C, por 20 minutos,
sem ainda adicionar a glicose e o indculo). Apds o biorreator esfriar a
temperatura ambiente, adicionou-se os 500 mL de solu¢do de o-D-glicose
(168 g) ¢ 300 mL de indculo totalizando aproximadamente 20 L.

A esterilizacdo da o-D-glicose foi feita separadamente em autoclave a
110 °C por 30 minutos sendo esta depois introduzida no biorreator sob
condigdes assépticas. O indculo foi adicionado ao biorreator contendo meio de
cultura estéril para dar inicio & fermentagfio. Esta fermentagdo foi realizada
nas seguintes condi¢des:
1.Tempo total de fermentagéo: 29 h;

2 Agitagdo: 120 rpm (durante 12 h iniciais) € 250 rpm (todo restante da
fermentacio);

3.Temperatura de 33° C e pressdo de 5 PSI;

4.pH entre 6,5 e 7,0 (foi monitorado em pH-metro digital;

5.Fluxo de ar: 15 L.min” (12 h iniciais) e 50 L.min" (todo restante da
fermentacio).

A adi¢do de antiespumante concentrado a base de silicone (grau
biologico) foi utilizada quando necessario, até se observar uma diminuigdo no
volume de espuma. Ap6s 10 horas de fermentagdo foi adicionada mais glicose
ao meio, no mesmo volume e concentra¢io da glicose inicial.

Decorridas 29 horas de fermentacfo, o meio de cultura estava com uma

coloragdo violeta bastante intensa. Este foi entfo recolhido para centrifugacdo.
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|
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Lpor29ha

30°C

Centrifuga de

Sobrenadante - cesto

Figura 3.2.1, Diagrama mostrande o procedimento utilizado para

obtencio de Chromobacterium violaceum

3.2.3. Processo de extracio da violaceina

Apos a fermentagdo, a extracdo do pigmento (violaceina) foi realizada
utilizando-se uma centrifuga de cesto (4.500 rpm. a 25°C). Durante o
processo, observou-se a separagdo de um precipitado gelatinoso. O
sobrenadante foi desprezado permanecendo apenas a biomassa de bactérias de
cor violeta escuro.

A seguir a biomassa foi lavada manualmente por trés vezes com agua
destilada para a retirada de restos de meio de cultura.

Depois de seca em estufa a 50°C, a biomassa final foi extraida com

THLF e os extratos foram secos em rota evaporador.
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3.2.4. Processo de purificagio da violaceina

O sélido obtido foi entdo re-cristalizado duas vezes em metanol/dgua e
depois de filtrado, lavado com duas porg¢des de cloroformio para retirada de
outros metabolitos (Momen e col., 1998) provenientes da Chromobacterium
violaceum. Nessa parte do processo a violaceina e a deoxiviolaceina fazem
parte do solido. A purificagdo, tanto em coluna flash quanto em placa
preparativa dos dois compostos foi realizada utilizando-se acetato/hexano
30/70% como eluente.

A lavagem da mistura de violaceina ¢ deoxiviolaceina com um eluente
(30% de acetato de etila e 70% Hexano), também pode ser realizada. Nesse

processo, apenas a deoxiviolaceina ¢ extraida.

A h T Extragdo Secagem em
~ Biomassa- == d

com THF rota
evaporador

. —

T

Deoxiviolaceina em solugo

Duas
recristalizagdes em
MeOH/H,O

Violaceina

2 Lavagens com

Lavagem com CHCl,

Acetato30%
hexano 70%

Figura 3.2.2. Diagrama mostrando o procedimento utilizado para a
obtencio de violaceina
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3.2.5. Caracterizacio da violaceina e deoxiviolaceina

3.2.5.1. Por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A violaceina foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC) utilizando as seguintes condi¢des: vazdo = 0,4 mL/min; fase

!

estacionaria = coluna analitica Shim-Pak C18; temperatura da coluna =
temperatura ambiente (25° C); fase movel = metanol 85% : agua 15%,

comprimento de onda do detector = 370 e 575 nm (Anexos 1 ¢ 2).

Tabela 3.2.1. Valores dos tempos de retencdo (TR) referentes a violaceina

e a deoxiviolaceina.

Deoxiviolaceina

3.2.5.2. Por ressonincia magnética nuclear de préton,

espectroscopia de infravermelho e ultravioleta

Violaceina. RMN H' (DMSO, 500 MHz) 6 6,769 (d, 1H); 6,815 (d, 1H, J=14
Hz); 6,943 (t, 1H, J=12,5 Hz) 7,195 (1, 1H, J=12,5 Hz); 7,236 (s, 1H); 7,341
(d, 1H, 14 Hz); 7,644 (s, 1H); 8,174 (s, 1H); 8,923 (d, 1H, J=12,5 Hz); 9,332
(s, 1H); 10,729 (s, 1H); 10,807 (s, 1H) e 11.887 (s, 1H) ppm (Anexo 3).

IV. Vo/ com’ 1659,53 (str.C=C); 1681 (vCQ); 3421,47 (str.0-H)
(XBr)(Anexo 4).
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UV . (Etanol, Ams) - 265, 370 € 575 nm (Anexo 5).

> Deoxiviolaceina. RMN H' (DMSO, 500 MHz) & 6,827 (d, 1H, J=8 Hz); 6,974
~ 6,959 (t, 1H, 7,25 Hz); 7,233 - 7,202 (t, 1H, J=7,75 Hz); 7,301-7,316 (m, 2
H), 7,571 — 7,554 (m, 1H); 7,652 (s, 1H ), 7,849-7,839 (m, 1H); 8,175 (4,
1H); 8,94 (d, 1H, J=8 Hz); 10,640 (s, 1H); 10,808 (s, 1H) e 12,097 (s, 1H)
ppm (Anexo 3).

IV . Vaa/em™ 1655,21 (str. C=C); 1719 (vCO) (KBr)(Anexo 4).
UV (Etanol, Ama) - 265, 370 € 575 nm (Anexo 5).

3.2.6. Estabilidade da violaceina em meio bisico

Em 30 mL de uma solugdo HCl 0,2 M foram adicionados 20 mg de
violaceina. A titulagdo dessa solugdo foi realizada com KOH 0,3 M.
Apos 1 hora em pH alcalino (pH>10) a solugdio foi filtrada e acidificada

com acido cloridrico 10 %.
3.3. UDP-glucuronil transferase

A UDP-glucuronil transferase foi obtida comercialmente da Sigma
sendo estocada em temperatura abaixo de 0°C na forma liofilizada (Sigma - 4
U/mg - uma unidade transfere 1.0 mmol de 4cido glucurdnico da uridina 5'-
difosfo acido glucurénico (UDPGA) para a fenolftaleina i)or minuto em pH =
8a37°C).
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3.3.1. Medidas de atividade enzimética da UDP-glucuronil

transferase analisadas por UV-visivel

3.3.1.1. Substrato p-nitrofenol (Zakim e Vessey, 1973)

O p-nitrofenol em pH alcalino tem um mdaximo de absor¢do a 400 nm,
o qual ¢ perdido na formacdo de glucuronideos. O ensaio com a UDPGT
baseia—se no desaparecimento do p—nitrofenolato medindo—se o decréscimo na
absorbéncia a 400 nm. Em um volume final de 0,6 mL adicionou—se substrato

¢ enzima, respectivamente (Tabela 3.3.1.).

Tabela 3.3.1. Reagentes adicionados nas medidas de atividade

A mistura foi incubada a 37° C e a reacdo iniciada pela adicdo de 12 mg
da UDPGT. Apos rapida homogeneizagéo, uma aliquota de 0,1 mL da mistura
de reacdo foi removida e desproteinada com 0,9 mL de 4cido tricloroacético
5% (TCA). Esta constituiu o branco que foi obtido a cada determinacfo.
Aliquotas de 0,1 mL foram removidas a cada 4, 8 ¢ 12 minutos apds a adigfio

da enzima e, similarmente desproteinadas pela adicdo de 0,9 mL de TCA.
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Apés breve centrifugacdo para remover a proteina desnaturada, o
sobrenadante foi alcalinizado com KOH 0,2 M (0,4 mL), e a absorbancia foi
medida a 400 nm em uma cela de quartzo de 1 cm de caminho otico. A
absortividade molar para o p—nitrofenol a pH maior que 10 é de 18000 cm™

mol ' L.

3.3.1.2. Substrato p-nitrofenol frente a diferentes solventes

organicos

Neste  procedimento  diferentes  concentragdes de  acetona,
dimetilformamida, alcool terc-butilico, acetonitrila ¢ DMSO foram testadas
nas condi¢des descritas na tabela 3.3.2. Essas varia¢des foram realizadas a fim
de encontrarmos o volume maximo de cada um a ser utilizado sem que a
atividade enzimatica fosse prejudicada.

Em um volume final de 0,6 mL adicionou-se diferentes solventes,

substrato e enzima, respectivamente.

Tabela 3.3.2. Reagentes adicionados nas medidas de atividade enzimatica

da UDPGT frente a diferentes solventes orginicos

UDPGA 0,0131 0,18 4

’[a mpﬁo ris 0325 _ 0’12 , 50
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O procedimento experimental realizado para a obtencdo dos valores de
absorbdncia do processo segue o mesmo tratamento do item 3.3.1.1,

utilizando as mesmas condic¢des descritas.

3.3.1.3. Substrato p-nitrofenol frente a diferentes surfactantes

nao ionicos

Neste experimento, além dos testes com diferentes concentracdes de
Triton X-100 (de 0,01% a 0,3%) foram testados também diferentes
concentragbes de pluronic (0,125 a 5,975%).

Em um volume final de 0,6 mL adicionou—se surfactante, substrato e
enzima, respectivamente. A quantidade de UDPGT (12 mg) e as
concentragdes de p-nitrofenol, tampdo tris ¢ UDPGA foram mantida em todas
as analises segundo a tabela 3.3.2.

O procedimento utilizado para a obtengdo das medidas de absorbancia
foi mantido nas condi¢des do item 3.3.1.1.

O Triton X-100 apresenta um valor de HLB de 13,5, uma concentragéo
micelar critica (CMC) de 0,240 mM, um numero de agregacdo de 140
(numero médio de moléculas por micela) e um peso micelar de 90000
(Helenius e Simons, 1975).

O outro tensoativo utilizado, o Pluronic (F68), possui um HLB de 29,

uma CMC de 4,8.10 M e peso molecular de 8400 g.mol” (Kabanov e col.,
2002).
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3.3.1.4. Substrato p-nitrofenol frente as padronizacdes com
DMSO e Triton X-100

» Utilizando-se as concentragGes dos reagentes indicados na tabela 3.3.2.
Juntamente com 15% de DMSO e 0,2% de Triton X-100.

» Utilizando-se as concentracGes dos reagentes indicados na tabela 3.3.2.
juntamente com 10% de DMSO e 0,2% de Triton X-100.

O procedimento utilizado para a obtengdo das medidas de absorbancia

foi mantido nas condicGes do item 3.3.1.1.

3.3.1.5. Substrato 5-hidroxindol

O 5’-hidroxindol em pH alcalino apresenta um maximo de absorgio a
317 nm (Anexo 7), o qual ¢ perdido na formac¢fo de glucuronideos. O ensaio
com a UDPGT foi realizado feito com base no método anteriormente utilizado
{Zakim e Vessey, 1973).

Em um volume final de 0,515 mL adicionou—se substrato e enzima. As

modificagdes cabiveis ao procedimento foram realizadas.

Tabela 3.3.3. Reagentes adicionados na sintese em escala analitica

100 388

Tampio Tris 0,25 100 50
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A reagéo foi iniciada pela adi¢do de 10 mg de UDPGT, ap6s a mistura
reacional ter sido incubada & 37° C. O procedimento utilizado para o
tratamento reacional encontra-se descrito no item 3.3.1.1. A absorbancia foi
medida a 317 nm em uma cela de quartzo de 1 ¢cm de caminho ético. A
absortividade molar obtida para o 5'- hidroxindol em pH alcalino foi de 3238
+ 161 cm™ mol™ L.

A absortividade molar do 5'-hidroxindol foi determinada
experimentalmente a partir de uma solugdo estoque de 5'-hidroxindol
(9,14x107 mol.L'l), onde aliquotas de 5, 7, 10, 13 e 15 pL foram adicionados
a KOH 0,5 M (100 uL) e o volume completado com agua destilada para 900
uL. As absorbéncias dessas amostras foram medidas em comprimento de onda
de 317 nm.

3.3.2. Sintese do derivado glucurénico do 5 -hidroxindol

(Stevenson e Hulb 1999; Johnson e col., 1979)

Os resultados obtidos no item 3.3.1.5 nos levaram a um aumento de
escala reacional (10 vezes) para obtengdo e isolamento do derivado
glucurénico do 5’-hidroxindol.

A reacdo foi iniciada com a adi¢fo da UDP-glucuronil transferase (100
mg) em um volume final de 5 mL contendo tampdo Tris (50 mM), Uridina
difosfo acido glucurdnico (8mM) e 5°-hidroxindol (ImM) em pH=8,0 a 30° C

por 4 horas de acordo com a metodologia descrita por Zakim e Vessey (1973).
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A reacdio foi seguida por cromatografia de camada deigada (CCD)
utilizando acetato de etila (67%), metanol (30%) e acido acético (3%) como
eluente.

Apds quatro horas, a mistura reacional fo1 centrifugada, o sobrenadante
recolhido ¢ o precipitado lavado 2 vezes com agua e novamente centrifugado.

A mistura dos sobrenadantes recolhidos das centrifugactes foi lavada
com acetato de etila, ¢ a fracdo orgénica recolhida. A fracdo aquosa foi entdo
acidificada com HC1 10%, saturada com NaCl e entdo novamente lavada com
acetato de etila. A segunda fracfo orgénica foi seca sob sulfato de soédio,
filtrada 4 vacuo e o solvente evaporado sob pressdo reduzida. O produto sélido

obtido (5 mg) foi analisado por RMN H' e espectroscopia de infravermetho.

» Derivado glucurénico do 5’-hidroxindol. RMN H' (D, O, 500 MHz) & 3,57 -
3,36 (m, 8H); 6,182 (1H, d, J=3Hz); 6,655 (1H, dd, J'=2,5 Hz ¢ J''=8,5 Hz),
6,912 (1H, d, J=2,5Hz); 7,055 (1H, d, J=3Hz) e 7,197 (1H, d, J=8,5Hz) ppm.

» IV . v dem™ 3479,57 (str. O-H; str. N-H ); 2925,21 (str. C-H);, 1625 (vCO) e
1264,28 (str. R-O-Ar) (KBr) (Anexo 8).

3.3.3. Tentativa de sintese do derivado glucurdnico da violaceina

Varias tentativas de sintese do derivado glucurénico foram feitas
utilizando-se as padronizagdes realizadas e as modificagdes cabiveis
(Stevenson ¢ Hulb 1999; Johnson e col., 1979)

Seguindo a mesma escala reacional do item 3.3.2., em um volume final

de 5 mL adicionou—se os reagentes ¢ 100 mg de enzima.
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Tabela 3.3.4. Reagentes adicionados na sintese do derivado glucurénico

da violaceina em escala preparativa

ITPRELIL S s

Modificages realizadas sobre as condigdes mencionadas na tabela
334.:

v" Experimentol: Segundo a tabela 3.3.4.;

v" Experimento 2: Utilizando-se 150 mg de albumina;

v Experimento 3: Utilizando-se Triton X-100 (0,01 %) solucdo final e 150
mg de albumina (Johnson e col., 1979);

v' Experimento 4: Utilizando-se Triton X-100 0,2 % (solucgdo final) e DMSO
10% (solug3o final); |

v Experimento 5: Utilizando-se Pluronic (Co-polimero bloco de polietileno
glicol - polipropileno glicol - polietileno glicol) solugdo final (5,9%) sem a
presenca de DMSO;

Em todas as tentativas acima, apds 4 horas de reagio, 0s meios reacionais
foram acidificados com solugdo de acido cloridrico 10% e extraidos com
acetato de etila. O solvente foi retirado por rotaevaporacdo e o solido bruto
obtido analisado por espectrometria de massas. O produto desejado ndo foi

detectado em nenhuma das condigdes utilizadas.
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3.4. Sintese de derivados N-hidroximetilicos da violaceina

A reagéo foi preparada segundo indicado por Ferlin e col., (2002), onde
em refluxo de THF (8 mL) foram dissolvidos violaceina (80 mg; 0,23 mM) ¢
formaldeido 37% (1 mL) por 8 horas. A reacfo foi seguida por CCD (acetato
de etila 90% hexano 10%) e apds este periodo ndo foi detectada mais a
presencga de violaceina.

Em seguida a mistura fo1 extraida com acetato de etila e lavada varias
vezes com agua. A solucdo de acetato de etila foi séca sob sulfato de sodio
anidro ¢ concentrada em rotaevaporador. O excesso de formaldeido foi
retirado utilizando-se metanol, re-dissolvendo e secando a amostra por trés
vezes. O produto solido obtido (63 mg) foi analisado por espectrometria de
massas.

No processo de caracterizacdo dos compostos a amostra foi diluida em
metanol/H,O e acido formico 0,1% (volume final) e foi injetada com auxilio
de uma bomba de seringa com fluxo continuo de 10 puL/min. no equipamento
modelo Q-Tof (Micromass).

A partir do espectro de massas foram detectados trés grupos de
compostos de massa molecular 373, 403 e 433 respectivamente. Esses
compostos apresentaram respectivamente erros de 5, 49 e 16 % em ppm de

resolucdo (Anexo 9).
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3.5. B-Glicosidase extraida da Maniota Esculenta Crant;

(mandioca)

3.5.1. Extracdo da B-glicesidase a partir da espécie de mandioca

B. Catarina (Eksittikul e Chulavatnatol, 1988)

A casca (peciolo) da mandioca foi retirada e cortada em pequenos
pedagos que foram homogeneizados em tampédo acetato 0,1 M resfriado
(pH=5.5) contendo fluoreto de fenilmetilsulfonila (0,1 mM) por dois minutos
e triturada com a ajuda de um liquidificador. Depois de filtrado para a
remo¢do do material insoluvel, o fluido sobrenadante foi saturado a 65% de
sulfato de aménio. Apos 12 horas em descanso a baixa temperatura o
precipitado foi recolhido por centrifugagéo (3000 rpm por 10 minutos). Apds
isso o sélido foi re-dissolvido em tampdo fosfato 10 mM pH=5.5 e dializado.
O produto final pode ser utilizado em solugfio ou pode também ser liofilizado.

Todos as etapas de purificagdo foram realizados 4 4 °C.

3.5.2. Determinaciio protéica no extrato bruto de enzima

A proteina extraida no procedimento 3.5.1. foi quantificada pelo método
de Lowry, como descrito por Hartree (1972), utilizando a albumina de soro
bovino como padrdo. A reagfo foi iniciada pela adigdo do reagente C (2 mL) a
amostra (0,05 mL) dissolvidos em agua (0,15 mL). Apés 10 minutos,
adicionou-se o reagente de Folin—Ciocalteau (0,2 mL) diluido 1:1 em H,O.,
Passados 30 minutos da ultima adi¢do a leitura da absorbancia foi realizada

em 660 nm a temperatura ambiente.
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O reagente C consiste na mistura do reagente A (1 mL de solug¢do 2%
de NaCOj; + NaOH 0,1 M) com o reagente B (49 mL de solugio CuSO,. 5H,O
0,5% + tartarato de sodio 1%).

Através da curva de calibragdo padrio realizada com albumina bovina
pdde-se determinar a quantidade de proteina da amostra de enzima. Esta
calibragdo esta de 10 a 100 mg.L™" de proteina. De acordo com a equacdo Y=A
+B.X, onde A = 0,0454, B = 0,00473 e Y = absorbancia em 660 nm, a
concentragdo da amostra foi determinada.

A concentragdio da solugdo enzimatica encontrada a partir de uma
absorbancia de 0,220 foi de 1771,2 mg.L™".

3.5.3. Imobilizacdo da p-glicosidase (covalentemente) em

Eupergit®C

B-glicosidase (4 mL) a partir de uma solugéo estoque 1771,2 mg L™ da
espécie B. Catarina foi imobilizada em Eupergit®C, por reacdo de suporte
seco (1 g) em tampéo fosfato (10 mL; 1,5 mol L™'; pH 5,5) a 30°C. A mistura
foi agitada a 200 rpm por 24 horas (D’Annibale e col., 2000). A enzima
imobilizada foi lavada com vérias por¢des de tampdo fosfato 0,2 M (pH=5,5)
até que ndo fosse mais detectada atividade na solugio de lavagem, sendo
estocado em suspensdo no refrigerador ou na forma liofilizada.

A determinag@o de proteina imobilizada (Hartree, 1972) foi realizada
com o sobrenadante retirado do processo de imobilizagdo antes ¢ depois de 24
horas.

A reacdo foi iniciada pela adi¢do de reagente C (2 mL) aos

sobrenadantes (2 mL). Ap6és 10 minutos, adicionou-se reagente de Folin—
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Ciocalteau (0,2 mL) diluido 1:1 em H,0O. Passados 30 minutos da ultima
adi¢do a leitura da absorbancia foi realizada em 660 nm a temperatura

ambiente.

Tabela 3.5.1. Valores experimentais obtidos no processo de imobilizagio

enzimatica

Neste processo 6,25 mg de enzima foram imobilizados em 1 grama de
Eupergit®C (92,23 % de imobilizagdo). Em solugdo a concentragéio protéica ¢
de 594 mg. L.

3.5.4. Medidas de atividade enzimitica da B-glicosidase extraida

da mandioca imobilizada em Eupergit®C analisadas por UV-

visivel

3.5.4.1. Substrato p-nitrofenol glicopiranosideo (Svasti e col.,
2003)

O ensaio com a B-glicosidase imobilizada baseou—se no aparecimento
do p-nitrofenol a partir da degradagio do p-nitrofenol glicopiranosideo
(PNPQG). Essa degradagéio foi acompanhada medindo-se o aumento gradativo
na absorbancia a 400 nm. Em um volume final de 1 mL adicionou—se enzima

¢ substrato, respectivamente.
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Tabela 3.5.2. Reagentes adicionados para a realizacio do ensaio

enzimatico

Enzima 594 mg L 100 594 mgL!

A mistura foi incubada a 30° C e a reagdo iniciada pela adigdio do
PNPG. Apos rapida homogeneizagdo, uma aliquota da mistura de reagdo foi
removida (0,1 mL). Aliquotas de 0,1 mL foram removidas acada 1, 3, 5e 7
minutos apos a adi¢do do regente. A cada volume retirado (0,1 mL) foram
adicionados KOH 0,2 M (0,7 mL) e agua destilada (0,5 mL). A absorbancia
foi medida a 400 nm em uma cela de quartzo de 1 cm de caminho 6tico. A
absortividade molar para o p-nitrofenol a pH maior que 10 ¢ 18000 cm™ mol™
L.

3.5.4.2. Substrato p-nitrofenol glicopiranosideo frente a

diferentes concentracdes de acetonitrila
Utilizando-se ¢ mesmo volume enzimdtico € o0 mesmo tratamento

reacional do item 3.5.4.1. foram realizados ensaios com a B-glicosidase

variando-se a concentragdo de acetonitrila.
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Tabela 3.5.3. Quantidade dos reagentes para a medida da atividade
enzimitica em funcfio de diferentes concentragdes de acetonitrila

~ Rea

gentes

Aliquotas de 0,1 mL foram removidas a cada 5, 10, 15, 20 e 30 minutos
apos a adicdo do PNPG.

3.5.5. Biotransformacio do octanol utilizando B-glicosidase

imobilizada em Eupergit®C (modelo)

3.5.5.1. Por hidrélise reversa (Vic e col.,1995)

a-D-glicose (0,2 M) e octanol (0,8 M) foram adicionados em agua (1
mL) ¢ acetonitrila (9 mL). A reagéo foi iniciada com a adi¢do de uma solugio
estoque 594 mg L de enzima imobilizada (400 pL). A mistura foi agitada por
5 dias a 40°C, apés isso a reagdo foi filtrada e seca em rotaevaporador. O
residuo foi dissolvido em 4gua e extraido em acetato de etila. A solugdo
organica resultante foi analisada por espectrometria de massas e nenhum

derivado glicosidico do octanol foi detectado.
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3.5.5.2. Por transglicosilacdo (Svasti e col., 2003)

Foram adicionados em 3 mL de agua, octanol (7 uL ; 4,44. 10° mol),
PNPG (20 mg; 6,75.10° mol) e solugdo estoque de B-glicosidase imobilizada
(0,1 mL; 594 mgL™) a 37°C por 12 h sob agitacdo. A fase orgénica da
solucdo foi extraida com acetato de etila e este foi retirado por rotaevaporacio.
A reagdo foi acompanhada por CCD utilizando acetato de etila (70%) e
metanol (30%) como eluente.

O solido obtido foi purificado em coluna fash utilizando-se acetato de
etila como fase movel. O produto obtido (7 mg) foi analisado por

espectrometria de massas e RMN H'.

» Qctanol glicopiranosideo. RMN H' (CD;CN, 500 MHz) 6 0,805-0,875 (m,
3H, J=7 Hz), 1.204-1,275 (m, 12 H), 3,031 (t, 3 H, ] = 9,25 Hz), 3,101 (dd, 2
H, J=3,5 Hz ¢ J'=9,25 Hz), 3,277 (4, 1 H, J= 4 Hz), 3.395-3.455 (m, 4 H) ¢
3,536-3,602 (m, 3 H) ppm (Anexo 11).

No processo de caracterizagdo do composto por espectrometria de
massas a amostra foi diluida em metanol/H,O (1:1) e 4cido férmico 0,1%
(volume final) e foi injetada com auxilio de uma bomba de seringa com fluxo
continuo de 5 pl/min. no equipamento modelo Q-Tof (Micromass). A energia
de colisdo utilizada na fragmentagdo do pico do glicosideo encontrado foi de
15-40 eV tendo o argdnio como gas de colisio.

O espectro de massas obtido apresenta o pico de m/z =293 referente a

molécula do octanol glicopiranosideo (Anexo 10).
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3.5.6. Biotransformacio da violaceina utilizando B-glicosidase

imobilizada em Eupergit®C

3.5.6.1. Por transglicosilacdo (Svasti e col., 2003)

Em um volume total de 3 mL foram adicionados, violaceina (7,7 mg;
2,25.10° mol), PNPG (20 mg; 6,75.10° mol), agua destilada (2,1 mL),
acetonitrila (0,9 mL) e solugfo de enzima (0,2 mL; 594 mg.L™") a 37°C por 12
h sob agitacdo. A fase organica da solucdio foi extraida com acetato de etila e
este foi retirado por rotaevaporagdo. Por espectrometria de massas realizada

sobre 0 s6lido resultante nenhum produto foi encontrado.

3.5.7. Biotransformacdo dos derivados N-hidroximetilicos da

violaceina utilizando B-glicosidase imobilizada em Eupergit®C

3.5.7.1. Por transglicosilagfio (Svasti e col., 2003)

Em um volume final de 3 ml, foram adicionados derivados N-
hidroximetilicos (9 mg; 2,25.10° mol), PNPG (20 mg; 6,75.10°° mol), 4gua
destilada, acetonitrila (0,9 mL; 30% v/v) e solucdo de enzima (0,2 mL; 594
mg. L") a 37°C por 12 h sob agitacdio. A fase organica da solugdo foi extraida
com acetato de etila ¢ este foi retirado por rotaevaporagio. Por espectrometria

de massas realizada sobre o sélido resultante nenhum produto foi encontrado.
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3.6. B-glicosidase extraida do fungo Aspergillus niger

A B-glicosidase extraida do fungo Aspergillus niger foi obtido
comercialmente da Sigma sendo estocada em temperatura abaixo de 0°C na
forma liofilizada (0,5 U/mg - uma unidade libera 1 pumol de glicose da

celobiose em uma hora a pH=5,5 e 37°C)

3.6.1. Imobilizacdo da p-glicosidase extraida do fungo

Aspergillus niger (covalentemente) em Eupergit®C

B-glicosidase extraida do fungo Aspergillus niger (125 mg), na forma
liofilizada, foi imobilizada em Eupergit®C, por reagio de 1,0 g de suporte
seco, em 10,0 mL de tampdo fosfato 1,5 mol L! pH 5,5 a 30°C. A mistura foi
agitada a 200 rpm por 24 horas (D’Annibale e col., 2000). A enzima
imobilizada foi lavada com varias por¢des de tampdo fosfato 0,2 M pH=5,5,
até que ndo fosse mais detectada atividade na solugdo de lavagem, sendo
estocado em suspensdo no refrigerador ou em forma liofilizada.

A determinagdo de proteina imobilizada (Hartree, 1972) foi realizada
com o sobrenadante retirado do processo de imobilizagdo antes ¢ depois de 24
horas.

A reagdo foi iniciada pela adigdo do reagente C (2 mL) aos
sobrenadantes (0,2 mL). Apds 10 minutos, adicionou-se¢ o reagente de Folin—
Ciocalteau (0,2 mL) diluido 1:1 em H,O. Passados 30 minutos da titima
adigdo a leitura da absorbincia foi realizada em 660 nm a temperatura

ambiente. A composi¢do do reagente C estd indicada no item 3.5.2.
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Tabela 3.6.1. Valores experimentais obtidos no processo de imobilizac¢io

enzimatica

T —
Inicio 11418

. Fmai <

- Neste processo 7,04 mg de enzima foram imobilizados em 1 grama de
Eupergit®C (64,10 % de imobilizago). A concentragio em solucdo é de 732
mg L. '

3.6.2. Medida da atividade enzimitica da B-glicosidase extraida

do fungo Aspergillus niger imobilizada em Eupergit® C

analisadas por UV-visivel

3.6.2.1. Substrato p-nitrofenol glicopiranosideo (Svasti e col.,
2003)

O ensaio com a f-glicosidase imobilizada baseou-se no aparecimento
do p-nitrofenol a partir da degradagsio do p-nitrofenol glicopiranosideo
(PNPQ). Essa degradagdo foi acompanhada medindo—se o aumento gradativo
na absorbéncia a 400 nm. Em um volume final de 1 mL adicionou—se enzima

¢ substrato, respectivamente.
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Tabela 3.6.2. Reagentes adicionados para a realizacio do ensaio

enzimatico

Agua o sas S

Enzima

73,2 mg.L'1

A mistura foi incubada a 30° C e a reacdo iniciada pela adicdo do
PNPG. Apds rapida homogeneizagéo, uma aliquota da mistura de reagio foi
removida (0,1 mL). Outras aliquotas de 0,1 mL foram removidasacada 1, 3, 5

e 7 minutos apds a adi¢do do regente. A cada volume retirado foram
adicionados KOH 0,2 M (0,7 mL) ¢ agua destilada (0,5 mL). A absorbancia

foi medida a 400 nm em uma cela de quartzo de 1 cm de caminho 6tico.

3.6.2.2. Substrato p-nitrofenol glicopiranosideo frente a

diferentes concentrac¢des de acetonitrila
Utilizando-se 0 mesmo volume enzimatico € 0 mesmo tratamento

reacional do item 3.6.2.1. foram realizados ensaios com a B-glicosidase

variando-se a concentra¢o de acetonitrila.
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Tabela 3.6.3. Quantidade dos reagentes para a medida da atividade

. Cosolvente

PNPG v 05021 m01L1 :

Aliquotas de 0,1 mL foram removidas a cada 5, 10, 15, 20 e 30 minutos
apds a adigdo do PNPG.

3.6.3. Biotransformac¢io do octanol utilizando pB-glicosidase

imobilizada em Eupergit®C (modelo)

3.6.3.1. Por hidrélise reversa (Vic e col.,1997)

a-D-glicose (0,2 M) e O octanol (0,8 M) foram adicionados em agua
destilada (1 mL) e acetonitrila (9 mL). A reagdo foi iniciada pela adi¢do de
uma solugdo estoque 732 mg L™ de enzima imobilizada (0,4 mL). A mistura
foi agitada por 5 dias a 40°C, ap6s isso a reac¢do foi filtrada e seca em
rotacvaporador. O residuo foi dissolvido em agua e extraido em acetato de
etila. A solugéo organica foi analisada por espectrometria de massas € nenhum

derivado glicosidico do octanol foi detectado.
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3.6.3.2. Por transglicosilagdo (Svasti e col., 2003)

Em um volume total de agua destilada de 3 mL, foram adicionados
octanol (7 uL; 4,44.10”° mol), PNPG (20 mg; 6,75.10° mol) e solugéo estoque
de B-glicosidase imobilizada (0,1 mL; 732 mg.L™") a 37°C por 6 h sob
agitacfo. O decorrer da reacgdo foi acompanhado por CCD utilizando acetato
de etila (70%) e metanol (30%) como eluente. Em seguida, a fase organica da
solugdo foi extraida com acetato de etila e este foi retirado por rotaevaporagio.

O sélido bruto foi purificado em coluna de fash utilizando-se acetato de

etila como fase moével. O produto obtido (10 mg) foi analisado por
espectrometria de massas e RMN H'.
Octanol glicopiranosideo. RMN H! (CD,CN, 500 MHz) § 0,805-0,875 (m,
3H, J=7 Hz), 1.204-1,275 (m, 12 H), 3,031 (t, 3 H, J = 9,25 Hz), 3,101 (dd, 2
H, J=3,5 Hz ¢ I'=9,25 Hz), 3,277 (d, 1 H, J= 4 Hz), 3.395-3.455 (m, 4 H) ¢
3,536-3,602 (m, 3 H) ppm (Anexo 11).

No processo de caracterizagdo dos compostos por espectrometria de
massas as amostras foram diluidas em metanol/H,O (1:1) e acido férmico
0,1% (volume final) e foram injetadas com auxilio de uma bomba de seringa
com fluxo continuo de 5 pl./min. no equipamento Q-Tof (Micromass).

O espectro de massas obtido apresenta o pico de m/z =293 referente a

molécula do octanol glicopiranosideo (Anexo 19).
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3.6.4. Biotransformacido da violaceina utilizando [(-glicosidase

imobilizada em Eupergit®C

3.6.4.1. Por transglicosila¢io (Svasti e col., 2003)

Em um volume final de 3 mlL, foram adicionados violaceina (7,7 mg;
2,25.10° mol), PNPG (20 mg; 6,75.10° mol), 4gua destilada (2,1 mL),
acetonitrila (0,9 mL) e solugdo de enzima imobilizada (0,1 niL; 732 mgL) a
37°C por 12 h sob agitagdio. A fase orginica da solucfo foi extraida com
acetato de etila e este foi retirado por rotaevaporagio. Por espectrometria de

massas realizada sobre o sélido resultante nenhum produto foi encontrado.

3.6.5. Biotransformacio dos derivades N-hidroximetilicos da

violaceina utilizando 3-glicosidase imobilizada em Eupergit®C

3.6.5.1. Por transglicosila¢io (Svasti e col., 2003)

Em um volume final de 3 mL, foram adicionados os derivados N-
hidroximetilicos (9 mg; 2,25.10” mol), PNPG (20 mg; 6,75.10”° mol), agua
destilada (2,1 mL), acetonitrila (0,9 mL) e solugfio de enzima imobilizada (0,1
mL; 732 mg.L™) a 37°C por 12 h sob agitacdo. A fase orgénica da solugfo foi
extraida com acetato de etila e este foi retirado por rotaevaporacio. Por

espectrometria de massas realizada sobre o solido resultante o produto

esperado ndo foi encontrado.
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Capitulo 4

4. Resultados e discussoes

4.1. Violaceina

4.1.1. Producio microbiana em escala piloto utilizando

biorreator de 30 litros

O método anteriormente utilizado para producio de violaceina em
pequena escala envolvia um grande numero de etapas ¢ a metodologia
aplicada para sua purificagdo resultava em perdas sucessivas de violaceina
durante as extragdes (Rettori ¢ Duran, 1998). Brevemente, a suspensdo de
Chromobacterium violaceum era inoculada em tapetes de algod#io, colocada
em garrafas de Roux e incubada a 30° C em biorreator de prateleiras com
aeracdo. A coloragdo violeta intensa indicava a presenga de violaceina. Os
tapetes de algoddo eram lavados com agua destilada para eliminar o excesso
de meio de cultura e o pigmento era extraido com etanol comercial ¢ filtrado.

A produgdo de violaceina em escala piloto desenvolvida neste trabalho,
demonstrou-se viavel e de facil separagdo do sedimento ao qual continha a
massa celular para extragfio da violaceina. Essa produgfio levou a rendimentos

significativos do pigmento.
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4.1.2. Extracio e purificacio da violaceina

O processo anteriormente descrito sobre a purificagdo da violaceina
(Rettori ¢ Duran, 1998) contava com um sistema Soxhlet utilizando-se
primeiro, cloroformio para retirada de impurezas lipidicas de restos de
membranas, em seguida, era utilizado o éter etilico e por fim, o etanol,
seguido de sucessivas recristaliza¢des em metanol/H,O.

Neste novo processo, a extragdo da violaceina passou a ser realizada
utilizando-se THF no lugar de alcool etilico. Esta modifica¢io levou a um
aumento no rendimento obtido, uma vez que a violaceina apresenta maior
solubilidade em THF do que em aicool etilico.

O novo método de purificagdo empregado para a biomassa obtida
apresentou alteracdes sensiveis em relagdo ao anteriormente utilizado. Isso
porque, esse método ndo requer a etapa de purificagdo utilizando soxhlet,
possul um menor numero de etapas e a retirada do solvente éter etilico do
processo levou a uma diminuig¢éo nas perdas de violaceina, pois foi detectado
que uma grande porcentagem deste pigmento era perdida devido a uma

relativa solubilidade apresenta diante deste solvente.
4.1.3. Caracterizacéio da violaceina e deoxiviolaceina

As andlises de HPLC realizadas, demonstraram que a metodologia de
extracdo e purificacdo da violaceina aplicada neste trabalho apresentou
reprodutibilidade em relagéo a estudos anteriores (Rettori ¢ Durdn, 1998). As

condi¢des de analise estabelecidas levaram uma boa separacdo entre a
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violaceina e a deoxiviolaceina, 0 maior problema encontrado na purificago
desse pigmento. Também foram observados reprodutibilidade nos tempos de
reteng@o e no formato dos picos dos cromatogramas apresentados (Anexos 1 e
2).

Portanto, as analises por HPLC indicaram que o novo processo de
extracdo da violaceina é eficiente e purifica o extrato bruto.

As analises por espectroscopia de infravermelho, ultravioleta ¢ RMN
H' dos dois compostos condizem com os valores encontrados na literatura
(Laatsch e Thomson, 1984).

Os espectros de RMN H' dois compostos apresentam sinais entre
(6ppm) 7,233 — 7,202 e 8,174 — 8,175 referentes aos prétons do grupo
indolico, também observamos sinais entre (8) 7,644 — 7,652 ppm dos prétons
olefinicos do anel pirrélico e sinais entre (5) 8,923 — 8,94 ppm referentes ao
nucleo isatina (Anexo 3).

A principal diferenca entre estes compostos é facilmente notada nos
espectros, pois a violaceina apresenta em (8) 9,332 ppm um sinal do
hidrogénio fenélico, sinal este, que a deoxiviolaceina néo possui.

Os espectros de infravermelho exibem bandas de absorgdo na regidio de
1610 cm™ finas que podem ser atribuida a str. (-C=C-) e as bandas largas de
absor¢do em 1655 ¢ 1680 cm™ sdo atribuidas a str. (C=0). Absorcdes na

regido de 3100 cm’

sdo atribuidas a str. (-NH). No caso da violaceina, a
absorgdo na regido de 3400 cm™ ¢ atribuida ao str. (-OH) (Anexo 4).

Os espectros de ultravioleta visivel da violaceina e da deoxiviolaceina
sdo similares devido ao mesmo sistema de conjugacdio encontrada em suas

estruturas (Figura 4.1.) (Anexo 5).
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Figura 4.1. Ressonancia do sistema de conjugaciio

4.1.4. Degradacio da violaceina em meio basico

A violaceina, em meio basico ¢ na presenca de O, tem sua molécula
degradada.

A partir da titulagdo de uma solugdo acida contendo violaceina pudemos
medir experimentalmente seus valores de pKa e com 1sso determinar em qual

pH a violaceina comeca seu processo de degradagéo.

—a— Titulagéo de violaceina |

12 4

10+

pH
-1}
L

1 v ¥ M T v | 1 v 1 v T

Volume de KOH0,3 M

Grifico 4.1. Valores de pH em func¢io do volﬁme de KOHO03 M
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e PKal =1,8 (R,NH;");
¢ PKa2 = 10,5 (fenolato).

Apos a passagem pelo segundo pKa (10,5) a violaceina, ja na forma do seu
fenolato, passa a se degradar ao longo do tempo. Provavelmente, essa
degradac¢do ocorra devido a ataques nucleofilicos de moléculas de oxigénio
dissolvido no meio ou rearranjo intramolecular. Depois de algumas horas
retornando a solugdo para um pH acido, nfo notamos mais a presenga do

pigmento (Anexo 6). A deoxiviolaceina néo sofre essa degradagio

4.2. UDP-Glucuronil transferase

Inicialmente, as condigdes reacionais empregadas neste trabalho foram
baseadas em ensaio de atividade enzimatica da Sigma (Sigma, 1994). Porém, a
considera¢do pratica de maior relevéncia nessa sintese era o fato do substrato
de interesse, a violaceina, ndo ser solivel em sistemas aquosos. Deste modo, a
selecdio de pardmetros que poderiam ser variados a partir desses ensaios foi
previamente estudada, devido a pequena quantidade de co-fator enzimatico
disponivel.

Alguns estudos (Johnson ¢ col, 1979) indicam que a UDPGA ¢
consumida quase que totalmente no processo de sintese, porém, a formagdo do
glucuronideo nfo acontece na mesma propor¢io.

Uma possivel explicacdo para esse fato seria a utilizagdo de etanol
como co-solvente, visto que essa enzima também é especifica para dlcoois

primérios. Portanto, o etanol poderia estar competindo com o substrato de
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interesse. Para evitar isso, utilizamos quando possivel, o &lcool terc-butilico, e
na maioria das vezes DMSO como co-solventes.

Estudos realizados por Stevenson e Hulb (1999) indicam que uma alta
concentragdo protéica (albumina) pode estabilizar a enzima, isto ocotre, pois
esta proteina (sendo relativamente hidrofobica) pode se ligar ao substrato ou
produto ¢ afetar o equilibrio. Com enzimas soliveis, albumina pode ser capaz
de agir como um carregador de substrato e transferi-lo diretamente para a
enzima ou simplesmente aumentar sua solubilidade (Fenselau e col., 1976).

Johnson e col. (1979) em estudos realizados revelaram que uma
concentra¢do de 3,75 mM da UDPGA para 1 mM de aglicona levava a uma
reacdo completa. A diminuigdo de 50% de rendimento ocorria quando a
propor¢do era de 2: 1UDPGA para aglicona.

A concentra¢do adequada de UDPGT é de 20 mg/ mL (Stevenson e
Hulb, 1999).

Uma rota alternativa na sintese com a UDPGT poderia ser a utilizagfio
desta enzima imobilizada em diferentes suportes solidos, pois estes processos
foram anteriormente descritos para outras enzimas (Kubik e col., 2004; Shukla
¢ Kumar, 2004).

A imobilizagdo fisica em particulas de quitosana e a imobilizacdo
covalente em Eupergit® C foram realizadas, porém, em nenhum dos processos
a enzima manteve-se ativa (Zihnioglu e Telefoncu, 1995).

Em fungéio disto, as modificagdes feitas nos ensaios enzimaticos
descritos a seguir foram realizadas com embasamento nas discussbes e

conclusdes acima citadas.
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4.2.1. Atividade enzimaitica da UDP-glucuronil transferase

analisadas por UV-visivel

4.2.1.1. Substrato p-nitrofenol frente diferentes solventes

orginicos

Possuindo a violaceina baixa solubilidade em sistemas aquosos, tornou-se
necessario, nesses estudos iniciais, a determinagdo da quantidade maxima de
co-solvente que poderiamos utilizar sem uma perda parcial ou até total da
atividade enzimatica. A determinacio dessa concentragio maxima foi
realizada até a ocorréncia de uma perda parcial aceitdavel ou até total da
atividade enzimatica da UDPGT.

Nenhum dos solventes testados, apds 10% (v/v), manteve a atividade

enzimatica, exceto o DMSO que chegou a uma concentragdo de até 15%
(grafico 4.2.1)).

Absorbénda a 400 nm
B

—u— 15%de DMSO o

—e— 20%de DMSO e
71| —a semDVSO R,
2 S I I N e
aq 2 4 ] a 10 b
Termpo (mrinutos)

Grifico 4.2.1. Representacio grifica da atividade enzimdtica da UDPGT

com diferentes concentracdes de DMSO
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A concentragdo de 15% de DMSO, nos ensaios com p-nitrofenol,
apresentou uma diminui¢do de 48% na constante de velocidade em relagdo ao
sistema sem a presenca de solvente organico. Este resultado condiz com os
resultados apresentados por Fenselau e col. (1976), onde estes afirmam que
uma porcentagem maxima de aproximadamente 13% de DMSO pode ser

adicionada sem inibir por completo a atividade da transferase.

4.2.1.2. Substrato p-nitrofenol frente diferentes surfactantes

nio ionicos

Nos experimentos realizados com Triton X-100 foram testados diferentes
valores de concentragdo em meio reacional. Com uma concentragio maxima
de 0,2% deste surfactante a diminuigdo dos valores de absorbancia a 400 nm
em fun¢do do tempo demonstraram uma boa atividade enzimatica da UDPGT.

Testes de atividade enzimatica utilizando-se outro surfactante, o Pluronic,
foram realizados e valores acima de 5,9% desse surfaciante demonstraram

atividades aceitaveis (Grafico 4.2.2.).
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Grifico 4.2.2. Representagiio grifica da atividade da UDPGT em funciio

da presenca de surfactantes (Pluronic 5,9% e Triton 0,2 %).

4.2.1.3. Substrato p-nitrofenol frente as padronizacdes

realizadas com triton X-100 e DMSO

A aplicacdo desse surfactante em conjunto ao co-solvente (DMSO)
demonstrou uma atividade enzimatica muito baixa. Deste modo, diminuimos a
concentragdo de DMSO até o ponto onde voltamos a obter uma atividade

enzimatica aceitdvel. Chegamos entdo a 10% de DMSO ¢ 0,2% de Triton x-
100.
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~—u— Triton X-100 (0,2 %) e 10% de DMSO
0.46 —e— Triton X-100 (0,2 %) ¢ 15% de DMSO
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Grifico 4.2.3. Representaciio grafica da atividade da UDPGT em fungie

da presenca de aditivos

Tabela 4.2.1. Valores das constantes de velocidade nas medidas de
atividade da UDPGT frente a diferentes aditivos

Sem aditivos 0.0649 = 0,00233

0,2% de Triton X-100 0,02742 +0,00146

0,2% de Triton / 10% de DMSO 0,01064 £ 0,00113




4.2.1.4. Substrato 5 -hidroxindol

O estudo cinético descrito por Zakim e Vessey (1973) quando aplicado
ao modelo reacional utilizando o 5"-hidroxindol como aglicona foi de grande
importdncia no inicio dos estudos, pois nele a diminuigio nos valores de
absorbancia do fenolato em fungdo do tempo demonstrou a formagdo do

glucuronideo esperado da nossa molécula modelo.

HO GA=O
N\ UDP-glucuronil transferase m
N —> N
I
H H
UDPGA UDP
HO 0 diminuicio
\ > AN relativa em
m pH =n funcéo do
N I\lT tempo
I H
H

Figura 4.2. Demonstracio do ensaio enzimitico com UDPGT

utilizande 5 -hidroxindol como substrato

65



0,30 :l
0,28 :
026-
0,24 :
0,22 -

0,20+

Absorbancia a 317 nm

0,18

0,16

5’-hidroxindo! com UDPGT

I ' I ' 1 ' ¥ 4 1 ! 1

5 10 15 20 25 30
Tempo (minutos)

Grafico 4.2.4. Representagio grafica da atividade da UDPGT com o 5'-

hidroxindol

O valor experimental da absortividade molar do 5’-hidroxindol obtido

em pH acima de 10 foi de 3238 + 161 cm’mol ™. A constante de velocidade

calculada a partir dos mesmos dados experimentais foi de 0,01733 +

0,00327 min™".

-1,2 -
-1,3
1,4~

-1,5 4

InA

-1.6~

-1,7 1

. w Pontos de correlagéo
Regressao linear

Lineer Regression for Datal_B:
Y=A+B*X

Parameter Value Errex

5

1,8

T T T T T r T T T T T
0 -] 10 15 20 25 30

Tempo (minutos)

Grifico 4.2.5. Regressio linear realizada em duplicata para obtenciio da

constante de velocidade
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4.2.2. Sintese do derivado glucurénico do 5’-hidroxindol

A partir do resultado obtido no estudo cinético previamente realizado
foi possivel aumentar a escala reacional utilizada para que pudéssemos obter
as quantidades necessdrias para o isolamento do produto e subseqtiente analise
por RMN 'He IV.

O espectro de RMN 'H referente 4 molécula em questio demonstrou sinais
caracteristicos de grupamentos indélicos (regifio entre 6 ¢ 8 ppm) juntamente
com um multiplete na regifo de deslocamento quimico referente a
hidrogénios do 4cido glucurénico (regifio entre 3 e 4 ppm).

O espectro de infravermelho demonstrou uma banda larga de absorgdes
caracteristicas de grupamentos O-H e N-H entre 3200 e 3500 cm™, sinal
referente a carbonila do 4cido em 1624 c¢m™ (ligagdes de H intermolecular
deslocam o sinal para regido de menor freqiiéncia) e uma banda em 1264,28

cm™ referente ao estiramento R-O-Ar (Anexo 8).
4.2.3. Tentativa sintese do derivado glucurénico da violaceina

Estudos cinéticos com a violaceina, seguindo os mesmos principios
utilizados nos estudos com o 5’-hidroxindol ndo puderam ser realizados, pois
como ja descrito no item 4.1.4 a violaceina é facilmente degradada em meio
basico.

Nas diferentes condigdes e modificagdes aplicadas (escala preparativa),
varias tentativas foram feitas para a obten¢dio do derivado glucurdnico da

violaceina utilizando a UDP-glucuronil transferase, porém, nenhum produto
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foi encontrado. Isto foi detectado pelo monitoramento do produto final por
RMN H', cromatografia em camada delgada e espectrometria de massas.

A solubilidade do substrato em meio aquoso, o alto poder desnaturante
da enzima frente a solventes orgénicos ou a possivel falta de compatibilidade
entre 0 composto de interesse € o sitio ativo da enzima, foram as dificuldades

encontradas no decorrer desta tentativa de sintese.

4.3. Sintese de derivados N-hidroximetilados da violaceina

A literatura existente envolvendo glicosilacdo de compostos, utilizando
as B-glicosidases, cita modificacdes em alcoois primérios e secundarios. As
tentativas de utilizagdo desta enzima na glicosilacdo do grupamento fendlico
da violaceina ndo foram bem sucedidas demonstrando o poder de seletividade
dessa classe de enzimas (Conn, 1993).

Decidimos entéo tentar a sintese de derivados da violaceina.

Dentre as possibilidades pesquisadas e encontradas, a sintese de
derivados N-hidroximetilicos do nosso protétipo de interesse, tornou-se o
caminho mais viavel. Essa sintese consiste em um ataque nucleofilico dos
nitrogénios da violaceina a carbomla do formaldeido liberando assim

grupamentos alcodlicos primarios (Figura 4.3.).
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Figura 4.3. Estrutura dos derivados N-hidroximetilados da violaceina

Varios métodos de sintese conhecidos foram testadas (Wierenga e col.,
1984; Verardo e col, 1995), porém, em algumas casos a degradagdo de
reagentes e produtos era rapida, em outros ndo ocorria nenhuma modificagdo
da violaceina pois esta nfo era soluvel no solvente organico indicado. Deste
modo o método que melhor se adaptou, sem que houvessem perdas drasticas
de produtos, foi 0 método indicado por (Ferlin e col., 2002) com formaldeido
37% e THF em refluxo por algumas horas.

Essa sintese nos levou a uma mistura de compostos derivados da
violaceina. Esses derivados, por sua vez, podem estar mono, di ou tri
substituidos. ‘

Compostos de peso molecular 373, 403 e 433, com erros de 5,49¢ 16
% em ppm de resolug3o puderam ser detectados por espectrometria de massas
(Anexo 9).

Estes derivados possuem uma grande velocidade de degradacéio quando
secos, deste modo, ndo foi possivel purifica-los € separa-los em quantidades

preparativas para que pudéssemos testa-los separadamente com a enzima, por
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isso passamos a utilizar a mistura nas rea¢des enzimadticas, visto que todos

passaram a possuir grupamentos alcool.

4.4. B-Glicosidases

A segunda classe de enzimas utilizada neste trabalho foi a da B-
glicosidase (enzimas hidroliticas). Esta enzima tem sido amplamente
empregada na glicosilagdo de alcoois, porém, sendo pouco abordada em
relagdio a outros grupamentos funcionais (Vic e col., 1997; Ruiz e col., 2001;
Panintrarux ¢ col., 1995; Vic e Crout, 1994).

Deste modo, as discussdes sobre o poder catalitico das representantes
dessa classe de enzima, nos direcionaram a trabalhar com as B-glicosidases
que mais s¢ encaixavam no perfil da sintese proposta.

Portanto, dentre as opgdes existentes, a linamarase, extraida da Manihot
esculenta crantz ¢ a extraida do fungo Aspergillus niger tomaram-se objetos
de nossos estudos devido a alta reatividade apresentada frente a alcoois
tercidrios (Svasti e col., 2003).

O ensaio de atividade enzimdtica aplicado para essa classe de enzimas
baseia-se no aparecimento do p-nitrofenol a partir da hidrdlise do para-

nitrofenol glicopiranosideo (Figura 4.4.).
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H0 HO OH
NO,

NO»

Figura 4.4. Representacio esquemadtica da hidrélise do p-nitrofenol

glicopiranosideo

4.4.1. PB-Glicosidase extraida da mandioca imobilizada em

Eupergit®C
4.4.1.1. Medidas de atividade enzimética

E de conhecimento geral que algumas enzimas em contato com
solventes orgdnicos ou meios ndo convencionais sofrem desnaturacdo. O
processo de imobilizacdo enzimatica visa sanar este problema, pois este

processo aumenta ¢ estabiliza a atividade destas proteinas.
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B-glicosidase extraida da mandioca (59,4 mg.L™)
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Grifico 4.4.1. Representacio grafica da atividade enzimatica da 3-

glicosidase imobilizada estocada em soluc¢io ¢ na forma liofilizada

O grifico 4.4.1. demonstra que a enzima imobilizada em Eupergit®C

manteve sua atividade catalitica quando mantida em solugdo tampdo pH=5,5,

porém, quando liofilizada essa atividade demonstrou uma queda.

4.4.1.2. Medida da atividade enzimitica frente a diferentes concentracdes

de acetonitrila

A escolha do solvente acetonitrila para os testes ocorreu, primeiro em
funcdo de sua maior citacfo em resultados publicados (Gunata e col., 1994),
segundo, por ser um solvente miscivel em agua e por ultimo, por sotubilizar a

violaceina.
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Atividade da g-glicosidase extraida da mandioca frente
a diferentes concentra¢des de acetonitrila
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Griafico 4.4.2. Representaciio grifica da atividade enzimatica da pB-
glicosidase imobilizada estocada em sohigdo frente diferentes

concentracdes de acetonitrila

A concentracdo de 80 % de acetonitrila foi testada, pois no processo de
hidrolise reversa torna-se necessario pequenas concentragdes aquosas. As
outras duas concentra¢des (30 e 50%) foram testadas para o processo de
transglicosilacéio onde € necessaria a solubilidade do substrato hidrofébico no
meio.

Os experimentos descritos no capitulo 3, utilizando a enzima em
questdo, foram realizados com 30 % de acetonitrila, pois esta concentragfio foi

suficiente para dissolugdo parcial dos substratos.
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4.4.2. PB-Glicosidase extraido do fungo Aspergillus niger

imobilizada em Eupergit®C

4.4.2.1. Medidas de atividade enzimatica da enzima

B-glicosidase extraida do Aspergilius niger (73,2 mg.L™)
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././ G

—e— Enzima liofilizada
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Griéfico 4.4.3. Representaciio grifica da atividade enzimatica da p-

glicosidase imobilizada estocada em solugiio e na forma liofilizada

Neste experimento, o grafico 4.4.3. demonstra a que a enzima
imobilizada em Eupergit® C manteve sua atividade catalitica quando mantida
em solu¢do tampdo, porém, quando liofilizada essa atividade apresenta uma

queda.
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4.4.2.2, Medidas de atividade enzimatica frente a diferentes

concentrac¢des de acetonitrila

Absorbancia a4 400 nm

Atividade da p-glicosidase extraido do fungo
Aspergilius niger frente a acetonitrila
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| A
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Grifico 4.4.4. Representacio grifica da atividade enzimatica da [3-

glicosidase imobilizada estocada em solucio frente diferentes

concentracdes de acetonitrila

Do mesmo modo como testado com a linamarase, as concentragiio de

80, 50 e 30% de acetonitrila foram testadas com a enzima extraida do fungo.

Os experimentos de transglicosilagfo descritos no capitulo 3, utilizando

a enzima em questdo, foram realizados com 30 % de acetonitrila, pois esta

concentragdo foi suficiente para dissolugdo parcial dos substratos.
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4.5. Sintese enzimatica de alquil glicosideos utilizando as [3-

glicosidases imobilizadas

4.5.1. Substrato octanol

O octanol foi utilizado nos experimentos como modelo reacional devido
ao grande quantidade de resultados encontrados na literatura utilizando este
alcool como substrato.

A utilizagdo deste solvente, nestes estudos, foi necessaria para que
pudéssemos padronizar a sintese.do glicosideo, e posteriormente utilizar esta
padronizagdo com a violaceina, tendo assim resultados conclusivos sobre o
poder catalitico destas enzimas. A molécula esperada nesta padronizac¢do

encontra-se indicada na figura 4.5.

OH
OH © O\/\/\/\/
HH oH
H H
OH H

Figura 4.5. Estrutura do octanol glicopiranosideo

4.5.1.1. Hidrolise reversa

Dados da literatura mostram que o processo de hidrolise reversa

apresenta baixo rendimentos (Vic e col, 1996). A utilizagdo de grandes
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quantidades de solvente orginico necessario para deslocar o equilibrio
reacional a favor da sintese diminui significantemente a atividade enzimatica,
Neste processo, portanto, ndo conseguimos detectar a formagdo do

glicosideo derivado de octanol desejado.
4.5.1.2. Transglicosilacdo

O processo de transglicosilagdo, como esperado, demonstrou o poder
catalitico da classe das B-glicosidases. Depois de padronizado o sistema, os
resultados foram altamente reprodutiveis.

As duas B-glicosidases utilizadas apresentaram este poder catalitico,
tendo como tmica diferenga o tempo reacional.

Os espectros de RMN H! do glicosideo formado em ambos os processos
apresentam sinais caracteristicos de agucares entre (5) 3,031 — 3,7 ppm além
de smnais referentes aos hidrogénios caracteristicos de hidrocarbonetos
insaturados entre (8) 0,8 — 0,9 € 1,2 — 1,3 ppm (Anexo 11).

A partir do espectro de massas obtido foram detectados dois compostos
de massa molecular 293 e 315 m/z. A fragmentagio (ms/ms) do composto 293
m/z nos levou a formagdo de um fragmento caracteristico de glicosideos, o
163 m/z (agucar desidratado). O composto 315 m/z ndo demonstrou
fragmentagdo. Essa caracteristica é tipica de “clusters” formados entre a
molécula em questdo e alguns ions provenientes de sais encontrados no meio
. (neste caso o s6dio). O 315 m/z € provavelmente, 0 293 m/z + 22.

Os célculos das massas tedricas destes dois compostos apresentaram

respectivamente erros de 2 ¢ 9 % em ppm de resolugio (Anexo 10).
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4.5.2. Substrato violaceina e seus derivados N-hidroximetilicos

4.5.2.1. Transglicosilacio

Na tentativa de glicosilagdo da wviolaceina e seus derivados N-
hidroximetilicos sintetizados com a enzima B-glicosidase foram empregados
as mesmas condi¢des experimentais previamente padronizadas com o octanol.
Nestas condi¢des, apesar da degradagdo do p-nitrofenol glicopiranosideo a p-
nitrofeno] e glicose, ndo foi detectado no meio reacional a formagdo dos

glicosideos esperados.
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Capitulo 5

5.1. Conclusdes

Foi possivel a produgdio de Chromobacterium violaceum em escala
piloto tendo como principal resultado a obten¢do de uma grande quantidade de
violaceina, composto de interesse largamente estudado por nosso grupo de
trabalho.

As modificagdes realizadas no processo de purificagdo ja existente
levaram a diminuigdo significativa nas perdas de violaceina durante o
processo. A caracterizagdo da violaceina e da deoxiviolaceina demonstrou
este resultado.

A sintese enzimdatica utilizando a UDP-glucuronil transferase do
glucuronideo do 5’-hidroxindol foi bem sucedida levando a obtenc¢do do
produto esperado, entretanto, a grande diferenga de solubilidade entre esta
molécula modelo ¢ a violaceina nfo nos deu possibilidades de aplicar as
mesmas condi¢Ges utilizadas.

Deste modo, estudos cinéticos com a modifica¢do de varios pardmetros
foram realizados. Estes estudos apresentaram resultados novos e satisfatérios
sobre estabilidade enzimatica e outros fatores relevantes a sintese.

Mesmo com todos estes estudos e alteragdes, varias tentativas foram
feitas para a obtengdo do derivado glucurénico da violaceina utilizando a
UDP-glucuronil transferase, porém, nenhum produto foi encontrado.

A solubilidade do substrato em meio aquoso, a desnatura¢io enzimatica

em meios ndo convencionais ou a possivel falta de compatibilidade entre o

79



composto de interesse € o sitio ativo da enzima foram os problemas
encontrados.

Uma rota alternativa na sintese utilizando UDPGT, seria a imobilizagdo
desta enzima em diferentes suportes, porém, a tentativa de imobilizagéo fisica
em quitosana e covalente em Eupergit® C demonstraram total perda de
atividade protéica.

J& no caso das duas B-glicosidases testadas, o processo de imobilizagio
em Eupergit® C apresentou otimos resultados. Ambas as enzimas
demonstraram atividade imobilizadas no suporte. A estabilidade térmica e
frente a solventes orgénicos aumentaram, como esperado.

Uma colocagdo relevante neste processo ¢ o fato das enzimas
imobilizadas em Eupergit® C demonstraram uma maior atividade catalitica
quando mantidas em solugdo tampdo pH=5,5, porém, quando liofilizada essa
atividade demonstrou uma ligeira queda.

Dentre os processos existentes para a aplicacdo desses biocatalisadores,
a transglicosilagdo demonstrou bons resultado com a molécula modelo, o
octanol, porém, com a violaceina e seus derivados N-hidroximetilicos n#o

obtivemos 0s mesmos resultados.
5.2. Sugestdes para trabalhos futuros

Sintese quimica de derivados glicosidicos da violaceina.

Colocagdo de grupamentos mais hidrofilicos no fenol ou nos nitrogénios
encontrados na molécula.

Maior aprofundamento nos estudos dos derivados N-hidroximetilados

da violaceina. Testes in vitro destes derivados.
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Capitulo 7 - Anexos

ANEXO 1 - Deoxiviolaceina analisada por HPLC
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Anexo 2 - Violaceina analisada por HPLC

Data: Metbhod: Ch=l
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ANEXO 3 — Anilises de RMN H!
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ANEXO 4 - Anailises de espectroscopia de Infravermelho

Deoxiviolaceina
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ANEXO § - Anilises de espectroscopia de Ultravioleta
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ANEXO 6 - Ultravioleta da violaceina em diferentes pHs

Violaceina em pH alcalino
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ANEXO 7- Anilises de espectroscopia de Ultravioleta
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ANEXO 8 — Espectro de RMN H' ¢ infravermelho

5’-hidroxindol glicopiranesideo em D,O
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ANEXO 9 — Anilise de Espectrometria de massas

Compostos N-Hidroximetilicos da violaceina (MH")
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ANEXO 10 — Analises de Espectrometria de massa

Octanol glicopiranosideo (MH")
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ANEXO 11 - Espectro de RMN H' do octanol glicopiranosideo
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