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Lembre sempre que sua
vontade de triunfar é mais
importante que qualquer

outra coisa. (E mais forte!)

Abraham Lincoin (1809-1865).
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e Aos meus filhos Ana Clara e

Caio César.

» Aos meus alunos e estagidrios.
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O final de um trabalho traz consigo o0 momento de resgatar a
contribuicdo de todos que participaram da sua execugdo. Nesse
momento, a reflexao sobre o iongo caminho percorrido até aqui, me
permite afirmar que, apesar de todos os percalcos, houve sempre uma
mé&o estendida, um ombro, um conselho, uma palavra amiga... € com
muita alegria que manifesto minha gratiddo a todos que participaram

comigo dessa jornada, e em especial:

» A Deus, pela vida e pela fé;

= A meus pais, por me terem ensinado o amor ao estudo e o valor da

perseveranca;

A meus fithos, por sempre compreenderem as auséncias, 0 cansaco €

a falta de tempo;

= A minha orientadora, Dra. Carol Collins, minha querida Professora,
‘que sempre teve um sorriso amigo, uma palavra de estimulo, o olhar

confiante, a certeza do sucesso, a resposta clara e inequivoca. Ela foi
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0 exemplo com que aprendi muito mais do que como fazer um
trabalho: aprendi como encarar a vida sem medo, o valor do trabalho
persistente e do otimismo. Tive também muita sorte pela
oportunidade de conhecer e conviver com ela, pois minha orientadora
€ o retrato vivo de uma histéria de amor a profissdo e de dedicacdo
ao trabatho, sem perder de vista os valores mais importantes da
vida: a familia e 0s amigos.

* Ao mestre querido, Dr. Luiz B. Carvalho Jr., meu Professor nos
primeiros e despretensiosos passos no aprendizado da arte de
imobilizar. Sua presenga ¢é facilmente percebida ao longo deste
trabalho. Tive mwita sorte em conhecé-lo, em ser sua aluna e,
embora brevemente, sua estagiaria. Com ele aprendi bem mais do
que ha nos livros, aprendi que criatividade é um bem muito precioso,
que em pesquisa ndo ha departamento de controle de qualidade e
que o responsavel pelo seu futuro académico é vocé. Aprendi que
tudo pode ser feito com bom humor, que os amigos devem sempre
vir primeiro, e que a genialidade desse Pernambucano ndo tem
limites.

* De modo muito especial, ao meu companheiro de profissdo, de
laboratério e de vida, meu marido Claudinei. Ele esteve presente em
todos os momentos deste trabalho, fosse comigo no laboratério,
fosse em casa, fazendo as vezes de mide, para que eu pudesse ser
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pesquisadora. Nd3o ha como dividir com ele os creditos, pois sdo dele
tanto quanto meus. A ele devo agradecer por mim e por nossos
filhos, que assistiram trangiiilamente a m3e fazer doutorado, sem
nunca chegar a saber o que era uma tese, sem traumas e sem
caréncias, por que tiveram no pai o substituto a altura e, muitas
vezes, até melhor. Ao Prof. Claudinei S. Lima minha eterna gratidao.

* A minha gueridissima amiga Roseli B. Silva. Vivemos juntas os
primeiros passos desse doutorado, tateamos e achamos nosso
caminho. Ela sempre 3 frente me servindo de guia. Seu carinho e
amizade naqueles dias de idas e vindas foram o abrigo para viajante
cansada.

* Ao Prof. Dr. Wilson Botter Jr, por estar sempre por perto, sempre
disposto a ajudar, por sempre saber a solugdo mais simples, rapida e
efidente. Sua participacdo neste trabalho é imensa: reagentes,
equipamentos, conselhos, revisio da redacdo, sugestdes preciosas.
Mas acima de tudo, quero agradecer por sua confianca, por que
mesmo quando eu duvidei, 13 estava ele acreditando em mim e me
estimulando a seguir em frente. Ao Prof. Wilson devo agradecer por
ter sido, acima de tudo, meu grande amigo.

* Ao amigo, Prof. Luiz Arthur M. Bataus, o eterno relator, pela
paciéncia com meus relatérios de Pés-Graduacdo e pelo estimulo nos
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momentos em que as coisas saiam dos trilhos.

* A0S meus estagiarios, os “meninos do LQP”, em particular Henry de
Pinho, Karini Beliorio e Flavio Marques pela participacao efetiva neste
trabalho, Samantha M. M. Catein e Samantha S. Caramori pela
amizade, e aos “"meninos do LBQ”, especialmente Iderval S. Jr. e
Christian Hoffman pela tardes dispendidas a frente do computador.
Quero agradecer a todos os “meninos” com quem tive 0 imenso
prazer de conviver durante a elaboracdo deste trabalho, por torcerem
tanto por meu sucesso.

« A0s queridos amigos do LABCROM: Carla, Dania, Edivan, Joseane,
Ldcio, Priscila, Sonia e Zahra pela for¢ca que sempre me deram e pelo
carinho com que sempre me receberam.

» Por fim, aos demais Professores e funcionarios do IQ-UNICAMP, ICB-
UFG, a Dra. Mércia Dezzoti pelos reagentes e equipamentos cedidos

no inicio deste trabalho e a CAPES pela boisa concedida.
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Lista de Abreviaturas

HRP - Enzima Peroxidase (Horseradish) tipo IV - EC 1.11.1.7
PAN!I @ a @ - Polianilinas

PANIG - Polianilina ativada pela ligagdo de glutaraideido
PANIG-HRP - Polianilina ativada contendo peroxidase ligada
NADH - Nicotinamida adenina dinucieotideo

ELISA — “Enzyme-linked immunosorbent assay”

APTES ou APTS — Aminopropil trietoxi silano

IMI — lon metélico imobilizado

TGA - Andlise Termogravimétrica

So - Sobrenadante obtido no processo de imobilizagéio
S, 82 @ 83 - Aguas de lavagem obtidas no processo de imobilizag&o
UE - Unidades de enzima

BSA — Albumina sérico bovina

AE — Atividade especifica ( UE/mg de proteina)

UV / VIS - Ultravioleta / Visivel

GOD - Enzima Glicose Oxidase

FTIR - Infra-vermelho de transmissao

PVA - Poli(vinillcool)

RSF - Fibra de seda regenerada

FMP — 2-fluor-1-metilpiridina

CPG - Vidro de poro controlado

TCNQ - Tetracianoquinodimetano

Km — Constante de Michaelis-Menten

Kmgp — Constante de Michaelis-Menten aparente

Vmaéax — Velocidade maxima

v - Velocidade da reagéio

S — Substrato

[S] - Concentragéo de substrato

z -~ raz&o molar entre agente oxidante e anilina

r — coeficiente de linearidade

Nan — NUMero de mols de anilina

Nex — NUMero de mols de agente oxidante

Tris — Tris(hidroximetil)aminometano
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~ RESUMO

IMOBILIZAGAO DE HORSERADISH PEROXIDASE EM
DIFERENTES POLIANILINAS: APLICAGOES ANALITICAS

Kétia Fldvia Fernandes Silva

Orientadora: Profa. Dra. Carol H. Collins

Palavras-chave: imobilizagdo, peroxidase, polianilina, mini-reator, anédlise por

injecdo em fluxo.

Este trabalho descreve a imobilizagio da enzima peroxidase em polianilinas
quimicamente sintetizadas e ativadas com poliglutaraldeido. Foram sintetizadas e
caracterizadas cinco polianilinas que diferiam quanto ao grau de oxidacgso, ae tipo
de contra-ion e ao grau de substitui¢do do anel. Esses polimeros foram ativados
com poliglutaraldeido, para que a imobilizacdo se desse por liga¢do quimica. Na
auséncia desse tipo de ativago, ocome apenas a adsorgio da en;ima. Dos
polimeros testados, observamos que aqueles com graus de oxidagdo

intermedidrios (PANIG®, PANIG® e PANIG®) possuiam maior capacidade de

retengdo da enzima.
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A PANIGD® foi utilizada nos experi_mentos que visavam & otimizacdo dos
parémetfos de imobilizagdo. O rendimento maximo (25%) foi obtido quando a
imobiliza¢éo se deu pela adicéo de 1,0 mL de solucdo de peroxidase (10 pg mL™),
preparada em tampéo fosfato (0,1 mdl L, pH 6,0), a 50 mg de PANIGD. A
reagao foi realizada durante 2h a 4 °C, sob ieve agitagéo.

A avaliagdo dos parametros cinéticos revelou que a imobilizagdo n&o
resultou em alteragies no pH étimo (faixa 6-8) ou no Kmyp (7,07 mmol L") da
enzima imobilizada. Entretanto, ha aumento nos parametros de estabilidade — na
térmica, frente a soiventes organicos e durante o armazenamento em
temperaturas ambiente e a 4 °C.

O sistema PANIG®-HRP foi utilizade na montagem de um mini-reator para
andlise por inje¢do em fluxo, que foi utilizado na determinacdo analitica de
peréxido de hidrogénio (faixa linear 3,3 a 163,3 mmol L™) e glicose (faixa linear 2,0
a 3,0 mmol L™"). A aita estabilidade e reprodutibilidade do sistema permitiu sua
reutilizagdo por cerca de 1500 andlises, 0 que nos leva a concluir que a PANIG® é

um suporte bastante adequado para a imobilizacdo de peroxidase.
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ABSTRACT

HORSERADISH PEROXIDASE IMMOBILIZATION IN DIFFERENT
POLYANILINES: ANALYTICAL APPLICATIONS

Katia Fldvia Fernandes Silva
Adviser: Professor Dra. Carol H. Collins

Key-words: immobilization, peroxidase, polyaniiines, mini-reactor, flow injection

analyse.

This work describes peroxidase immobilization on chemically synthesized
polyaniline activated with polygiutaraldehyde. Five polyanilines with different
ranges of oxidation, counter-ions and levels of ring substitution were synthesized
and characterized. The polymers were then activated with polygiutaraldehyde to
chemically bind the peroxidase. The best enzyme retention capacities were
observed in those polymers with intermediate oxidation levels (PANIG®, PANIG®
e PANIG®).

The polymer designated PANIG® was used in immobilization optimization
experiments. The highest retentions (25%) were obtained when the immobilization

was made by adding 1,0 mL of 10ug mL™ peroxidase solution prepared in 0,1 mol
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L™1 phosphate buffer, pH 6,0, to 5,0 mg of PANIG®, and allowing the reaction to
" proceed for 2h at 4 °C.

The kinetic parameters reveal that immobilization does not modify either the
optimum pH (6-8 range) or the Kmyp of the immobilized enzyme. However,
immobilization increased thermal stability, stability in organic solvents and stability
during storage. at room temperature and 4 °C.

The system PANIG®-HRP was used to construct a mini-reactor for flow
injection analysis which was used for determination of hydrogen peroxide (linear
range from 3.3 to 163.3 mmol L") and glucose (linear range from 2.0 to 3.0 mmol
L"). System stability and reprodutibility allowed its use for 1500 analysis. This

leads to the conclusion that PANIG® is a very good suport for peroxidase

immobilization.
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1. INTRODUCAO

A histéria da enzimologia, a ciéncia que estuda as enzimas, se confunde com a
histdria da bioquimica. Ambas tiveram seu inicio no século dezenove, com as
investigaces pioneiras sobre os processos de fermentag@io e digest8io. A primeira
“Teoria Geral da Catalise Quimica” foi postulada pelo quimico Jacob J. Berzelius, em
1835, partindo da observagéio de que extratos de malte, chamados & época de
‘diastase’ e que hoje sabe-se contém uma mistura de amilases, catalisava a hidrélise
de amido mais eficientemente do que o dcido suifuirico (Voet & Voet, 1995).

Quase dois séculos depois, a quimica continua a ser o sustentaculo para a
elucidagdo dos mecanismos envolvidos na catdlise enzimatica. Por outro lado, a
complexidade e grande numero de reagdes ocomrendo simultaneamente nos
sistemas vivos fazem da bioquimica instrumento essencial para a compreensdo das
implicagdes ‘bioldgicas dessas reagbes. A expansédo do conhecimento e aplicagGes
desse tipo de catdlise nos dias atuais, com todas as vantagens que lhe s&o
inerentes, tem convocado a participagdo cada vez mais efetiva daqueles que detém
0 conhecimento das ciéncias quimica e bioquimica, para a solugdo de alguns
problemas. Neste trabalho esse chamamento fecha um ciclo, e esperamos d& inicio

a outro, de colaboragéo entre essas duas cidéncias (Figura 1).
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Jacob J. Berzelius — D. 1802 ~ Stockhoim
Fredrich Wohier — D. 1823 — Heidelberg
H.F.P. Limpricht - D. 1850 — Gottingen
Rudolph Fittig — D. 1858 — Gottingen

ira Remsen - D. 1870 — Gottingen

Elmer P. Kohler — Ph. D. 1892 — Jonh Hopkins
James B. Conant - Ph. D. 1917 — Harvard
Paui D. Bartlett — PH. D. 1931 — Harvard

George S. Hammond - Ph. D. 1947 - Harvard

Carol H. Collins - Ph. D. 1958 - lowa State University

Katia F. Fermandes - Dr. 2000 — UNICAMP

Figura 1 — Genealogia Académica — Primeiro Ciclo.

Por definicdo, enzimas s&o proteinas que tem por caracteristica funcional a
capacidade de catalisar reagGes. Esses chamados biocatalisadores diferem em
alguns aspectos dos catalisadores quimicos ordinarios, tais como os acidos, bases,
metais pesados e oxidos metalicos. Dentre as principais caracteristicas da catalise

enzimatica, podemos destacar as seguintes:



Imobilizaco de Horseradish Peroxidase em Diferentes Polianilinas: Aplicagbes Analiticas

- 8Sua capacidade catalitica & excepcional, sendo a velocidade das reagbes
catalisadas por enzimas tipicamente um fator de 10° a 10'2 vezes maior do que a
veiocidade da reagSo ndo catalisada correspondente;

- reagdes enzimaticamente catalisadas ocorrem em condigSes suaves, tais como
temperatura iﬁfen‘or a 100°C, pressdo atmosférica, pH préximo a neutralidade,
contrapondo-se & catélise quimica que normaimente requer altas temperaturas,
presséo e extremos de pH para obter alta eficiéncia;

- enzimas apresentam especificidade por seus substratos (reagentes) e produtos
em escala bem maior do que os catalisadores quimicos, de forma que numa
reacéo catalisada por enzimas néo ha fonnaq,éq de produtos laterais;

- a atividade catalitica de muitas enzimas pode ser variada em resposta a alteragdo
na concentracao de substancias chamadas de moduladores, que diferem em sua
natureza dos substratos e produtos da reacdio ( Bugg, 1997; Voet & Voet, 1995).

Tais aspectos logo atrairam a atengdo daqueles que atuam na industria
biotecnolégica, de forma que enzimas vem sendo utilizadas como catalisadores em
processos industriais hd mais de 50 anos, pois representam uma consideravel

economia de tempo, energia e investimentos em equipamentos resistentes a

corrosdo e a altas pressdes e temperaturas. O mercado mundial desses

- catalisadores estd avaliado atualmente em US$ 1.5 bilhdo, com perspectiva de

consideravel ampliagdo com o desenvolvimento de alguns setores industriais no

sentido de atender as normas 1SOS000 e 1SO14000, que estabelecem padrbes para

- @ qualidade de produtos e norteiam as caracteristicas dos processos de producéo,
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dando énfase a0 menor consumoe energético e baixo impacto ambiental (Bon, 1999,

Bugg, 19297).

Alguns exemplos das industrias onde enzimas s&o utilizadas em alguma etapa

dos processos estdo mostrados na Tabela 1 (Bon, 1999).

Tabela 1 — Setores industriais que utilizam enzimas em seus processos (Bon,

1999).

INDUSTRIA ENZIMA AGAOC
Panificacio Alfa-amilase Hidrédlise parcial do amido
e Proteases Alteracdo na elasticidade e textura do gliten
Biscoitaria Lactase (no leitte) Aumenta o volume, melhora o sabor e a cor
Produgio Alfa-amilase Auxilia na hidrélise do amido
de Beia-glucanases Auxiliam na filtragéo
Cervejas Proteases cisteinicas Prevenir ou dissolver a turvagao
Tratamento Lipases Desengorduramento
de Couro Proteases Vérias etapas do processamento
Detergentes | Proteases Remogéo de manchas protéicas
Lipases Remogéo de manchas de gordura
Produgéo Catalase 'Remogio da H,0; adicionada para pasteurizagio
Lizozima Adequagdo ao consumo infantil
de Quimosina Coagulagdo do leite
. Lipases e Proteases Maturagdo de queijos e melhora no sabor
Laticinios Melhora na textura e conservacao
Lactase Producéio de leites "livres de lactose”
| Processamento | Proteases cisteinicas Tenderizaglo de peixes
De {papaina, ficina e Pré-tenderizacio de animais antes do abate
Cames bromelaina)
e Proteases Preparo de cames curadas, conservas, embutidos
Peixes Lipases Desengorduramento de 0ssos para produgdo de
. gelatina
Celulases, Amilases Limpeza de moluscos e descasca de camarbes
Quitinases, Proteases
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Processamento | Pectinases Redugdo da viscosidade e turbidez de frutas
de processadas
Frutas Poligalacturonase Redugédo da turbidez de sucos acidos
e Naringinase Redugao do sabor amargo de sucos citricos
Sucos Pectinase, Celulase e Aceleraggo no processo de cristalizagio de frutas
Protease
Produgdo Pectinase Reducdo na viscosidade facilitando a filtracéio
De Celulase, Pectinase, Facilitam o processo de prensagem
Vinhos Hemicelulase
Refino e Alfa-amilases Remocdo de amido
Processamento | termoestaveis
de Aglcares Dextranases Degradagéio de dextranas
Hidrdlise Alfa-amilase e Hidrdlise total de amido a glicose
de glicoamilase
Amido Glicose isomerase Isomerizacdo de glicose a frutose
Inddstria Amilases Redugéo de substincias amilaceas
Celulases e amilases Maior brilho € maciez
Téxtil Celulases Obtencao do aspecto envelhecido
Catalase Remogao de H,0,
Proteases Remogao de escamas da 14
Evitar encolhimento apés lavagem
Celulases Acabamento de tecidos sintéticos como o *Lyocell
Industria Lacases, Manganés e Biodeslignificagio
de Lignina Peroxidases
Papel e Xilanases Biobranqueamento
Celulose Celulases Descoloragdo de papeis usados
Lipases Redugdo nos depdsitos de piche
Industria de ~ | Lipases Hidrélise de dleos para anufatura de sab&o
Oleos e Producgio de margarina
Gorduras Fosfolipase A, Degomagem (remogéo de fosfolipideo)
Tecnologia Lignina Peroxidase Reducgéio da borra oleosa da indistria de petréleo
Ambiental Lactase Reducéio na Demanda Bioquimica de Oxigénio dos

efluentes das indiistrias de laticinios
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A alta especificidade das enzimas por seus substratos fez desses
biocatalizadores ferramentas importantes na area analitica, particularmente nas
Andlises Clinicas, onde mudancgas sutis na concentragéo de alguns metabdiitos séo
indicativos importantes de alteragdes sérias no funcionamento normal do organismo.
Algumas das enzimas usadas corriqueiramente nos laboratérios estdo listadas na

Tabela 2 (Manual de Técnicas — Merck Diagnostica).

Tabela 2 — Enzimas utilizadas rotineiramente em laboratérios de Analises

Clinicas (Manual de Técnicas Merck).

Composto Dosado Enzimas
Acido Urico Uricase, Catalase
Colesterol Colesterol esterase, Colesterol oxidase
Glicose Glicose oxidase, Peroxidase

Transaminase glutamica oxaloacética Malaio desidrogehase

Transaminase glutamica pirtvica Lactato desidrogenase
Uréia Urease,

Creatinino quinase Hexoquinase, glucose 6 — fosfato —
desidrogenase

Outra drea analitica onde o uso de enzimas tem se consagrado diz respeito as

técnicas de separagio por meios cromatograficos, na chamada cromatografia de
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bioafinidade. Por definicio a cromatografia de bioafinidade é um processo de
separacdo baseado em propriedades especificas de biomoléculas (Mohr &
Pormmerening, 1985), em que o principio envolvido ¢ o isclamento seletivo, utilizando
a propriedade dessas substancias de se unirem reversiveimente a ligantes
especificos (Collins ef alii, 1995). Entdo, as interages altamente especificas das
enzimas com seus substratos, moduladores oy inibidores s&o ferramentas poderosas
dessa técnica de separacéo. Atualmente, muitas sdo as resinas disponiveis
comercialmente para esse tipo de cromatografia, em que a molécula ligante retida na
fase estacionaria € uma enzima modificada quimicamente. |
Por fim, um grande avango na Quimica Analitica foi obtido com o
desenvolvimento dos eletrodos enziméticos, os chamados biossensores. Esses
dispositivos combinam a seletividade e sensibilidade das enzimas por seus
substratos, com a rapidez e simplicidade das medidas feitas em eletrodos ion-
seletivos. O principio de funcionamento dos eletrodos enzimaticos é simples: uma
enzima reage com a substancia que estd sendo monitorada (substrato) e o
aparecimento de um produto, ou o desaparecimento de um dos reagentes, ¢ medido
por um eletrodo ion-seletivo, através do consumo ou producdo de espécies
eletroativas que geram um potencial ou corrente (Guilbault, 1977). Tais eletrodos séo
especialmente importantes para o0 monitoramento de. componentes cujas
concentrages s&o extremamente baixas para serem detectadas pelos métodos
convencionais, e que carecem de serem continuamente medidas, seja no ambiente

Que nos cerca, seja nos nossos proprios fluidos corporais.
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Apesar de suas admiraveis caracteristicas, a ampliagéo do uso de enzimas tem
se deparado com a barreira econdmica. O custo de purificagéo, mesmo que parcial,
ou ainda da producéo desses catalisadores tem barrade seu uso disseminado e,
algumas vezes, tomado seu uso proibitvo em processos industriais. Foi neste
contexto que os esforgos de varias dreas de pesquisa se somaram, resultando no
surgimento de uma nova érea de estudo e pesquisa, a Tecnologia Enzimética.

A Tecnologia Enzimética pode ser considerada como sendo a unido de esforgos
na tentativa de se alcangar o equilibrio entre as vantagens da catélise enzimética,
tais como especificidade e alto poder catalitico, e suas desvantagens, tais como a
estabilidade reduzida e o alto custo dos processos de isolamento e purificacéo
(Cheetam, 1986). Dentre as abordagens utilizadas na Tecnologia Enzimética na

tentativa de solucionar esses problemas, a Imobilizagdo de Enzimas desponta como

uma das ferramentas mais versateis.

1.2- Imobilizagéo de Enzimas

Uma das definicbes mais abrangentes de enzimas imobilizadas é a que
considera imobilizadas “enzimas que estfio fisicamente confinadas, ou localizadas
em uma certa regi&io definida do espago, com retencfio de suas atividades

cataliticas, e que podem ser usadas repetidamente e continuamente” (Chibata et alli,

1978),
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Desde que Nelson e Griffin, em 1916, (APUD Kennedy & White, 1986),
verificaram que invertase adsorvida em carvao ativado mantinha sua atividade e néo

era retirada com as lavagens, varios métodos de imobilizagao foram desenvolvidos.

1.2.1- Métodos para Imobilizagic de Enzimas — Classificacio - - . . .

H& varios meios de se classificar os métodos atuaimente utilizados para
imobilizar enzimas. Kennedy & White (1986) propuseram uma classificacdo que

combina a natureza da interagdo responsavel pela imobilizagdo com a natureza do

suporte utilizado (Figura 2).
L {
[ddos pasm Enzimms invsckirveis § { Métdios para £ rrimes. Sctives
1 [""‘_L—"‘""""‘ .
r— {Cam Derivaglio | | Sem Desvacho |
Crazada Swpaw G {1y Fim
tnadlire)
Micro - Capsuin
| | Adsordo
| | Lomdo
Roica
| | toncto
com Metal
Ligagho
Covalente

Figura 2 -~ Fluxograma de classificagco dos métodos de imobilizagio segundo
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Kennedy e White (1986).

E preciso ter em mente o sistema onde a enzima imobilizada vai ser utilizado no
momento da escolha do método de imobilizagéo, uma vez que cada método traz em
si limitagSes que precisam ser consideradas. A ligacdio de enzimas a suportes
ingolGveis é o método mais antigo e mais utilizado para imobilizagdo (Kennedy &
White, 1986) e, apesar de existir atuaimente uma diversidade muito grande de

métodos, apenas os mais ciassicos serdo descritos aqui.

Nestes métodos, as enzimas mantém sua solubilidade inalterada e sdo

Separadas do restante da solugio por membranas semipermedveis, fibras porosas
ou membranas de ultrafiltragdo. Deste modo, é possivel utilizar continuamente a

enzima, na sua forma nativa, por periodos prolongados de tempo.

Neste método a enzima nativa é aprisionada em uma camara por uma

membrana ou fibra, que sio impermeéveis & molécula de enzima, mas s&o

amplamente permedveis as moléculas de substrato ou produto (Kennedy & White,

10
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1986).

L2= lmobmzagio com modificagéo quimica da enzima

Este método consiste primariamente em modificar quimicamente a molécuia de
enzima, através da ligacdo de compostos de massa molar variada sem, no entanto,
alterar a solubilidade da enzima nativa, Deste modo, a enzima modificada adquire
massa molar maior e permite o0 uso de membranas com porosidade elevada, as

quais facilitam o processo de difusdo entre os ambientes, seja do substrato, seja do

produto.

Aqui estdo reunidos os métodos em que a enzima sofrera modificago em sua
solubilidade, passando a operar em fase diferente daquela do solvente. Nestes

métodos a molécula de enzima sofre tanto modificacdo quimica como no seu

microambiente.

O método de aprisionamento consiste em aprisionar ou enclausurar a

11
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molécula de enzima dentro de uma matriz polimérica, de forma que seja possivel a
enfrada do substrato e saida do produto, mas ndo da enzima. 'O método se
subdivide de acordo com o material utilizado, em aprisionamento em gel, onde sédo
usados materiais tais como o aiginato, &gar, agarose e poliacrilamida, e
aprisionamento em fibra em que o acetato de celulose & um exemplo tipico. Uma
terceira subdivis@o, diz respeito ao aprisionamento em microcapsulas, onde as
enzimas séo retidas dentro de membranas poliméricas esféricas, preparadas & partir

de material semi-permeavei que permitem a difuséo do substrato e produto.

O método consiste na ligagéo da enzima a suportes insoltveis, gerando assim
~ uma segunda fase diferente do meio reacional, onde a enzima se encontra fixada, e

pode ser subclassificado de acordo com o tipo de ligagsio da enzima com o suporte.

Neste método de imobilizagao, grupos superficiais do suporte interagem com

grupos de superficie da enzima, através de atragdes eletrostaticas ou dipolares
(forcas de van der Waals) ou ainda pontes de hidrogénio (Collins et alii, 1995). O tipo

12
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predominante de interacio depende da natureza quimica e propriedades superficiais
do suporte e da enzima em questio (Messing, 1976). A técnica, relativamente
simples, consiste basicamente na mistura do suporte insoitvel & solugéo de enzima,
sob condigdes apropriadas, seguida da separacdo do suporte contendo a enzima
adsorvida do meio de reagdo.

Considerando as forgas envolvidas no processo de adsorgéo, podemos inferir
que a eficiéncia deste método depende de variaveis tais como pH, for¢a idnica do
meio, natureza do solvente empregado, bem como da relacéo entre a concentragio
da enzima e do suporte. Assim sendo, épés imobilizagido é necessario um cﬁidado
especial para que as condigdes 6timas de imobilizagc&o sejam mantidas, para que o
sistema se mantenha inaiterado, o que, de certa forma, limita a aplicagdo destes
sistemas (Kennedy & White, 1986).

Apesar disto, a ‘simplicidade e rapidez desta técnica preserva seu uso nos dias
atuais e exemplos de enzimas imobilizadas por adsor¢do sdo vastos, podendo-se
destacar os trabalhos de Yang & Mu (1 977), Ruzgas ef alii (1995), Tatsuma ef alii
(1996) e Silva et ali (1996), em que a enzima peroxidase foi imobilizada em

diferentes suportes por adsorgso.

No método de imobilizagdo por troca idnica, o suporte possui grupos

13
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funcionais ionizdveis caracteristicos, cs quais irdo interagir especificamente com
grupos da enzima. No processo, é possivel que aigum tipo de adsorcéo ocorra
simultaneamente. Entretanto, a forga da interag8o idnica é maior do que a de
adsorgéo e, portanto, prevaiece.

Para se obter o maximo de eficiéncia neste método, é necessario cuidado na
escolha da solugdo idnica com propriedades tamponantes que seréd o meio para a
enzima a ser ligada, de forma que seja compativel com o suporte e favoreca a
substituicio dos ions deste pelos grupos ionizados da enzima (Collins et alii, 1995).

De modo semelhante ao que ocorre com as preparagbes de enzimas
imobilizadas por adsorgdo, as condigbes Otimas de imobilizagdo devem ser
continuamente monitoradas afim de se preservar a integridade do sistema, em
especial opH e forc;a‘ idnica do meio onde a preparag¢do sera utilizada, o que, de

certa forma, também serve como limitante para a aplicag8o destes sistemas.

K23- Queiegso ou Ligeghocom et

Este método baseia-se na propriedade de quelacéo dos metais de transicéo,
particularmente do titanio e zircbnio, em funcéo da ndo toxicidade dos seus Oxidos,
podendo também serem-utilizados vanadio, ferro e estanho (Kennedy & Cabral,
1987)." O sal mais utilizado nesta técnica é o cloreto de titanio (IV), sendo o processo,

como todo, desenvolvido em duas etapés. Na primeira, o polimero sofre ativagdo

14
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com o sal do metal de transicéo, e na segunda a enzima sofre ligag&o ao polimero
ativado (Zaborski, 1974).

Numa visualizagéo superficial, o processo de quelagdo pode ser ilustrado
considerando-se © cloreto de titanio (IV). Em solugdo, o titanio se apresenta
octaedricamente coordenado com espécies idnicas, que serdo entdo os ligantes do
complexo idnico. Tais ligantes poderéo ser substituidos por espécies ou r_nolécuias
contendo grupos doadores de elétrons, tais como hidroxilas. A forga da coordenagéo
ligante-titanio depende do carater quimico do ligante (Kennedy & Cabral, 1987).

Um dos aspectos a serem observados no desenvolvimento desta técnica é a
necessidade estﬁta de que suporte e solugéo contendo o metal de transi¢do devem
estar completamente secos no momento da reacéio para que se forme uma camada
estavel do metal sobre © suporte; caso contrario esta serd removida durante os
processos de lavagem (Kennedy & Cabral, 1987). Outro ponto a ser considerado & o
fato de que o pH das solugdes de titanio e cloreto de titanio é bastante acido, 0 que,

por vezes, limita sua aplicagdo na ativagéo de suportes susceptiveis 3 degradacéo

nesta faixa de pH (Zaborski, 1974).

" A imobilizagio de enzimas através da formagdo de ligagSes covalentes entre

um grupo ligante da enzima e o suporte insollivel € um dos métodos mais largamente

15
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utilizados e investigados (Kennedy & Cabral, 1987; Zabdrski, 1974). Este método
emprega os mais variados tipos de ligagéio, sendo possivel imobilizar uma enzima
atra\}és de qualquer um de seus grupos superficiais reativos. Assim sendo, ha uma
gama imensa de reacgOes que podem ser utilizadas para imobilizagdo via ligagdo
covalente.

Cuidado especial deve ser tomado para que grupos importantes para o
desempenho da atividade catalitica ndo sejam envolvidos no formagdo da ligagdo
covalente entre enzima e suporte, o que teria como consequéncia uma enzima retida
desprovida de atividade.

Inconvenientes desta técnica inciuem as condicdes mais drasticas e maior
nimero de etapas de reag#io e, consequentements, mais tempo para sua realizagéo.
No entanto, uma vez imqbilizada adequadamente, essas preparagbes apresentam
grande estabilidade, de forma que somente aiteragdes muito drasticas no meio serdo

Capazes de interferir neste tipo de ligagao (Kennedy & White, 1986).

A insolubilizacéo de enzimas por este método envoive a formagso de ligagéo
covalente entre moléculas de enzima e reagentes bifuncionais de baixa massa molar,
formando agregados unidos por ligacdes intermoleculares. V4rios meios distintos sdo

disponiveis para o preparo de derivados insoldveis de enzimas por ligagéo cruzada,
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das condigbes experimentais e varia de acordo com a enzima e o reagente
escolhido. Dentre os diversos reagentes bifuncionais existentes, os mostrados nas
Figuras 3 e 4 foram utilizados com muita freqiiéncia e, dentre eles, destacamos o
glutaraideido como o reagente de primeira escolha, que continua a ser

freqUientemente utilizado nos dias atuais.

Diazobenzidina b, ocs,
Diazobenzidina-3,3'-dianisidine
OO - ;
cop COH SOH

Diazobenzidina-3,3'-4cido dicarboxilico Diazobenzidina-2,2'-acido disulfdnico
¢ -3,3'-acido disulfénico

~— -0

Mg sap vy

4.4'-Disotiocyanatobifenil- | 1,5-Difluoro-2 4-dinitrobenzeno
2,2'-4cido disulfdnico

Figura 3 - Reagentes bifuncionais mais utilizados em processos de imobilizaggo

(Zaborski, 1974).
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0]
H H 1
CP=C-(CH2)3 C=0 H);N-C-NH 2 O=C=N-(CH2) 6—N=C=0
Glutaraldeido Carbodiimida Hexametilenodiisocianato

Figura 4 - Reagentes bifuncionais mais utilizados em processos de
imobilizagdo (Zaborski, 1974).

O caréter reversivel ou ndo das reacdes de imobilizagéo por ligagdo cruzada
e, portanto, a estabilidade da liga¢&o obtida, depende do tipo de reagente bifuncional
utilizado, sendo que aqueles descritos na Figura 3 produzem agregados irreversiveis

de grande estabilidade (Zaborski, 1974).

A escolha do método de imobilizacio a ser utilizado para a imobilizagdo de

uma determinada enzima passa, necessariamente, por uma analise da aplicagio a
que se destina o sistema contendo a enzima imobilizada. Uma vez definida a
aplicagdo e, portanto, as condigbes operacionais onde a enzima devera atuar, pode-
se entdo avaliar, dentre as técnicas disponiveis, aquela que melhor se adeque as
necessidades exigidas. Isso posto, é importante avaliar o tempo e o0s custos
necessarios para se viabilizar 0 método de imobilizag&o escolhido, uma vez que tais
parametros irdo se refletir no processo e, portanto, nos custos do produto final.

Na Tabela 3 estdo apresentados, de modo resumido e comparativo, alguns
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parametros a serem observados quando da escolha do método de imobilizagéo.

Tabela 3 — Comparagéo entre os atributos de alguns métodos de Imobilizagdo
(Kennedy & White, 1986).

Caracteristica Ligagio Adsorglio Ligacio Quelagdo Ligagdo Aprisionamento
Cruzada Fisica Idnica com metal Covalente

'Preparagio Média  Simples’ Simples  Simples Dificil Dificil

Forga da ligagio Forte Fraca Média Média Forte Média

Atividade Enzimética Baixa Média Alta Alta Alta Baixa

Regeneracio do Impossivel Possivel Poss_ivel Possivel Rara Impossivel

suporte

Custo da imobilizaclio| Médio Baixo Baixo Me'dio Alto Médio

Estabilidade Alta Baixa Média Média Alta Alta

Aplicacio N&o Sim Sim Sim Néao Sim

Generalizada

Protecdo contra Possivel Néo N&o Néo Néo Sim

Ataque Microbiano

Ha atualmente uma imensa variedade de suportes que tem sido utilizados
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para a imobilizagdo de enzimas e, de modo geral, podemos classifica-los de acordo
com a sua natureza quimica, em suportes organicos ou inorganicos, sendo possivel
apontar uma série de vantagens e desvantagens associadas a cada um desses tipos
de suportes.

Muitos suportes organicos, sejam naturais ou sintéticos, tém sido propostos
para a imobilizagdo de enzirﬁas e a predominancia do uso desses sobre os
inorganicos deve-se, principalmente, a versatilidade que esses materiais tem de
participarem de um grande numero de diferentes reagcbes, o que favorece sua
ativagdo. Por outro lado, sua aplicagdo em muitas dreas é iimitada por sua pobre
estabilidade dimensional, bem como a dificuidade de recuperacio do catalisador do
meio de reagdo por métodos simples (Kennedy & White, 1986). Outro inconveniente
associado aos suportes organicos, particularmente os naturais e seus derivados, é a
susceptibilidade ao ataque de microoganismos.

Os suportes inorganicos tem a silica e vidros de poro controlado como seus
principais representantes, com um grande volume de trabalhos publicados utilizando-
Se esses materiais (Zaborski, 1974; Kennedy & White, 1986; Cheethan, 1986). A
possibilidade de obten¢io de materiais com propriedades morfolGgicas variadas, tais
como diametros do poro, érea superficial e forma das particulas, somada as
propriedades mecanicas, particularments, a baixa compressibilidade, tormou tais
suportes os elementos de escolha para montagem de reatores para aplicagdes
industriais (Kennedy & White, 1986; Cheetan, 1986). A principal desvantagem do uso

desse tipo de suporte, além de um numero limitado de reacdes de ativaglo, &
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principalmente a baixa estabilidade em faixas alcalinas de pH. Esta dUitima
desvantagem poderia estar superada, uma vez que recentemente foi reportado que o
recobrimento de silica com 6xido de zirconio ou 6xido de titanio conferiu ao material
estabilidade em pH na faixa de 10 a 12 (Silva et alii, 2000; Melo et alii, 2000),
ampliando assim as possibilidades de aplicacdo desse méten'al. Na Tabela 4 s3o

apresentados alguns exemplos de suportés organicos e inorganicos utilizados em

processos de imobilizacso.

Tabela 4 - Exempios de Suportes Insoltveis Para Imobilizag@o de Enzimas

Orgénicos naturais Orgénicos sintéticos Inorgénicos
Agar / Agarose | Copolimeros de acrilato / metacriato Alumina
Carbono ativado Poli(amida) Celite
Celulose Poli(anilina) Hidroapatita
Colageno Poli{estireno) Oxidos metalicos
Dextranas Poli(pirrof) Silica
Gelatinas Poli(vinitdicool) Titania
Quitina / Quitosana Poli{vinilcloreto) Vidro poroso
Seda Polimeros de acrilamida Zirconia

A escolha do suporte é t3o importante quanto a escolha do método de
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imobilizacdo a ser utilizado em um determinado sistema. Alguns cuidados devem ser
tomados nessa escolha, uma vez que, apds a imobilizag&o, o suporte sera o principal
constituinte do microambiente em que a enzima estara imobilizada. Neste sentido, é
aconselhavel que sejam avaliadas algumas caracteristicas do sistema, que servirdo
de guia no.processo de escolha do material mais adequado.

Em primeiro lugar, devemos considerar novamente a apiicacdo e portanto as
condi¢des em que o par suporte-enzima deveriio atuar. Suportes com limitagdes de
estabilidade em extremos de pH jamais poderdo ser utilizados em faixas de pH
proximas aquelas em que se tomam susceptiveis a degradagdo, pois
comprometeréo o sistema. Do mesmo modo, a estabilidade térmica do material
importante, quando as condigbes de atuacdo requerem altas temperaturas. Portanto,
devemos em primeiro lugar analisar as caracteristicas do material e sua
adequabilidade as condi¢des operacionais.

Em seguida, devemos lembrar que t&o logo se dé a imobilizac&o, o suporte
serda o material mais proximo da enzima e, portanto, o fator mais importante na
constituicdo do microambiente onde a catélise ocoﬁeré. Neste sentido, é importante
avaliar as caracteristicas fisico-quimicas desse material e sua relagdo com os
substratos e produtos da reagédo, de modo a prevenfr interagdes indesejadas entre
eles, tais como alteragéio no pH 4timo da enzima, adsorgdo de substrato ou produto,
alteragdo na afinidade da enzima pelos substratos, resisténcia a transferdncia de

massa e difusdo de solutos, entre outras.

Na Tabela 5, apresentamos um guia para a escolha do suporte proposto por
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Eaton (1974), (APUD, Weetall, 1976), com algumas modificacbes, que pode nos dar

idéia da complexidade e importancia desta etapa do trabalho de imobilizag3o.

Tabela 5 - Guia para escotha do suporte (Eaton, 1974).

Antes de imobilizar, verifique, para o suporte e a enzima:

* A morfologia do suporte (ou do poro) permite a entrada da enzima?
* Aenzima pode ser imobilizada no suporte, isto &, existem grupos
reativos disponiveis?

* Aenzima a ser imobilizada tem estabilidade em (1) acido, (2) base,
(3) altas concentragBes de sal? E o suporte?

* O material pode ser convenientemente manuseado?

* O suporte resiste & compresséo?

* Como a presso tolerdve! afeta o tamanho e a forma da particuia e a vazio do
sistema?

* A carga méxima de enzima é adequada ao sistema?

* Qual a vida média operacional do sistema?

* Como a vida média é afetada pela temperatura, pH e outras
condigdes?

* Sob que condigdes e por quanto tempo o material pode ser
armazenado?

Respondendo estas questdes, podemos determinar se o suporte é adequado
para a enzima em questao,
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A busca pelo suporte ideal para imobilizac&o continua a ser um dos campos

mais estudados da Tecnologia Enzimatica. Kennedy & White (1986) destacam as

seguintes caracteristicas para se considerar um suporte ideat:

De modo geral;

deve favorecer a ligag&o do substrato:

diminuir a inibicio pelo produto:

alterar o pH 6timo para o valor desejado;
impedir o crescimento bacteriano:

ser rapidamente recuperavel do meio reacionai;

ser estavel nas condigSes de reago.

No caso de aplicagdes em colunas de concentracdo ou reacéo, destaca ainda:

ser mecanicamente rigido;

apresentar pequena compactacéo na presenca de altas vazdes,

A essas podemos somar ainda, como caracteristicas do suporte ideal:

a minima interferéncia sobre a estrutura protéica e sobre a atividade
catalitica; |

um longo periodo de vida Util;

alta estabilidade ambiental, a extremos de pH e de temperatura;
resisténcia ao ataque de solventes organicos;

alta capacidade de reten¢éio de enzimas.

24




Imobilizaglo de Horseradish Peroxidase em Diferentes Polianilinas: Aplicaches Analiticas

Em 1840, Fritzsche obteve um éleo incolor a partir do indigo, ao qual designou
anilina, e ao produto de oxidagdo deste dleo de polianilina (PANI), provaveimente o
polimero organico sintético mais antigo (Wudl et alii, 1987). Entre 1907-1912, ap6s
extensivas investigag3es, a PANI foi descrita como um octamero que existia em
quatro estados de oxidagdo diferentes, correspondentes a polimeros de coloragéo
diferentes, dependendo do numerc de unidades quinonaimina presentes no
esqueleto carbodnico (Wudl et alii, 1987: MacDiarmid & Epstein, 1989).

No entanto, somente na década de 80, com o advento das técnicas modernas
de caracterizagdo de materiais, & que estudos fisico-quimicos tornaram possivel a
completa elucidacdo das estruturas quimicas desses polimeros ( Wud! et alii, 1987;
Wei & Hsued, 1989; MacDiarmid & Epstein, 1983; Chiang & MacDiarmid, 1986, Ray
et alii, 1989),

Ao mesmo tempo, a fascinacdo da comunidade de pesquisadores de
polimeros condméres por essa familia de polimeros em particular pode ser avaliada
pelo fato de que entre 1986 e 1989, foram gerados mais de 450 publicagdes e
patentes envolvendo polianilinas (MacDiarmid & Epstein, 1989).

O termo polianilina, como empregado nos dias atuais, refere-se a uma familia
ou classe de polimeros consistindo de 1000 ou mais unidades repetitivas, cuja forma

basica tem a odmposigéo generalizada mostrada na Figura 5, obtida pela
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polimerizagéo quimica ou eletroguimica da anilina (MacDiarmid & Epstein, 1989; Ray

et alii, 1989).

OO,

Forma bésica da polianilina ou Esmeraldina

Figura 5 — Forma bésica da polianilina ou p-poli(fenilenoaminaimina)

As propriedades de polianilinas descritas por essa formula geral podem ser
variadas, na dependéncia de dois fatores: o grau de oxidagso e o grau de protonacéo
do polimero em questdo (Ray et alii, 1989). O estado de oxidaco da polianiiina
pode, em principio, ser variado continuamente desde o valor de y = 1, dando origem
ao polimero completamente reduzido, até o valor de y = 0, quando se obtém o
polimero totalmehte oxidado. Os termos leucoesmeraidina, esmeraidina e
pernigranilina referem-se a polimeros cujos estados de oxidagio s&o definidos por

valores de y iguais a 1; 0,5 e 0, respectivamente (Figura 6) .
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Polimero completamente reduzido
Leucoesmeraldina

EO—O-O——0,

Polimero completamente oxidado

Hidrocloreto de esmeraldina

Figura 6 — Polianilinas com variados graus de oxida¢3o e dopagem.

O &tomo de nitrogénio imina de qualquer uma dessas espécies pode ser
totalmente ou parciaimente protonado, dando origem aos sais correspondentes,
sendo que o grau de protonagsio do polimero basico depende de seu estado de
oxidagdo e do pH do acido empregado no processo. (MacDiarmid & Epstein, 1989;
Chiang e MacDiarmid, 1986). As polianiinas s@o os Unicos entre os polimeros

condutores cujas propriedades elétricas podem ser reversivelmente controladas e
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alteradas, tanto por alteracéo no estado de oxidagao, quanto pelo grau de dopagem
ou protonacao (Javadi ef alii, 1989; MacDiarmid ef alii, 1985).

Métodos quimicos e eletroquimicos tem sido utilizados para a sintese de
polianilinas. Na polimerizagdo quimica varios dcidos proténicos, tais como &cido
cloridrico, suifirico, tolueno sulfénico, entre outros, tem sido usados em combinacéo
com diversos agentes oxidantes, como o dicromato de potassio, peréxido de
hidrogénio e persulfato de aménio ( Palaniappan, 1995; Pron et alii, 1988; Maia et
alii, 2000). A sintese eletroquimica se da pela oxidac&o eletroquimica da anilina em
meio 4cido, sob a aplicacéo de uma certa corrente ou potencial elétrico. Polianilinas
com substituices no anel ou no &tomo de nitrogénio amina podem ser faciimente
sintetizadas e dopadas em uma grande variedade de niveis, com conseqiente
variagdo nas suas propriedades elétricas e fisico-quimicas ( MacDiarmid & Epstein,
1989).

Tal versatilidade tem despertado enorme atracdo na comunidade cientifica,
uma vez que as polianilinas detém caracteristicas unicas, como a simplicidade no
processo de dopagem, sua excelente reciclabilidade redox e suas propriedades
opticas, elétricas e eletroquimicas. Além disso, a aita estabilidade ambiental e
facilidade na preparag#o candidatam fortemente as polianilinas a aplicagbes na érea
da engenharia bioquimica, como um suporte potenciaimente atrativo para
imobilizag&o de enzimas (Leite ef alii, 1994; Thangarathinavelu et alii, 1994: Maia ef

alif, 2000}, visto que apresentam propriedades semelhantes aquelas esperadas do

suporte ideal.

28



Imobilizacdo de Horseradish Peroxidase em Diferentes Polianilinas: Aplicacbes Analiticas

Adicione-se a tais caracteristicas o fato de que as polianilinas sdo polimeros
de sintese extremamente barata e com excepcional rendimento. Na Tabela 6 sgo
mostrados, para efeito de comparacéo, os precos de alguns polimeros organicos

naturais e sintéticos largamente usados para imobilizacio.

Tabela 6 ~ Pregos de alguns polimeros organicos utilizados para imobilizagao

de enzimas (Fonte: Catalogo Sigma 1999).

Polimero ) Prego (R$)/(100g)
Sephadex ) 293,00
Poliacrilamida 292,00
Celulose 13,50
Polianilina 7,20

N&o é sem razdo, entio, que vimos nos Ultimos anos um numero de
publicagbes utilizando polianilinas para imobilizacdo de enzimas e construcio de
eletrodos enzimaticos (Scott, 1997: Parente ef alii, 1992; Leite ef alii, 1994; Nadruz Jr
et alii, 1896), particularmente polianilinas sintetizadas eletroquimicamente. Uma
busca na base de dados do "web of science” (htpp:/iwebofscience.fapesp.br),
combinando as palavras-chave “polianilina”, “imobilizagdo” e “enzimas’ resultaram
em 26 trabalhos entre 1990-1999.

No entanto, apesar do grande volume de publicagdes, o uso de polianilinas
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‘quimicamente sintetizadas, visando explorar suas propriedades como suporte, em
fungéo das caracteristicas de estabilidade ambiental e reatividade nos processos de
ativagéo, tem sido mais restrito, surgindo a necessidade de um estudo sisteméatico
sobre as caracteristicas e propriedades das polianiinas quimicamente sintetizadas,

bem como a sua aplicag@io como suporte para imobilizagéo de enzimas.

Em 1855, Schoenbein observou que extratos de cogumelos e tecidos animais
desenvolviam uma cor azul na presenga de solugdo de guaiaca do mesmo modo que
égua clorada, écido nitroso, permanganato e hipoclorito. Os extratos podiam utilizar
peréxidos na oxidagso da tintura de guaica. Schoenbein concluiu que esses extratos
eram habeis em ativar o oxigénio atmosférico (ozonizar). Linossier, em 1898, obteve
uma preparacédo de peroxidases livre de oxidases a partir de leuctcitos e considerou
as peroxidases como sendo uma ciasse separada, habil a reagir apenas com
peroxidos.- Em 1903, Chodat e Bach, propuseram que oxidases eram misturas de
oxigenases capazes de ativar o oxigénio a perdxidos e peroxidases enzimas que
utilizavam os peroxidos. Tais observagBes resultaram na divisiio dessa familia de
oxidoredutases em trés classes: protoheme peroxidases; verdoperoxidases e

flavoproteinas peroxidases (Paul, 1963).

Posteriormente, Dunford e Stillman propuseram uma classificacdo das
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peroxidases, em funcio da espécie reativa que elas ulilizavam, em superdxido
dismutases, capazes de utilizar o anion superoxido; catalases, que utilizam ¢ ion
peréxido com consequente producdo de agua; @ peroxidases, Que utilizam os
perdxidos para oxidacdo de compostos reduzidos, sendo que iodas as trés classes
de peroxidases tem em comum o fato de conterem ferro ou cobre e serem
geralmente hemoproteinas (Dunford & Stillman, 1976).

O fato de que uma das classes de peroxidases tem o nome da familia dessas
enzimas gera em algumas ocasites certa controvérsia, que se agrava pelo fato de
Que os membros da classe das peroxidases sao ubiquamente distribuidas na
natureza, com uma lista extensa de fontes dessas enzimas (Dunford & Stillman,
1976; Ruzgas ef alii, 1995: Goodwin et alii, 1995). De tao extensa, essa ciasse de
enzimas tem sido subdividida em :

Classe | - enzimas intraceiulares (por ex. citocromo ¢ e ascorbato peroxidase);

Classe Il — enzimas secretérias de origem fungica (por ex. lignina @ manganés

peroxidase) e;

Classe Il — enzimas secretérias de plantas (por ex. peroxidase de raiz forte e
de amendoim) (Jones et alii 1998).

A larga distribuicdo dessas enzimas sugere que elas sejam de grande
importancia bioldgica. Estas enzimas em plantas est&o envolvidas em uma grande
variedade de processos fisiologicos, tais como a biossintese e degradacéo de
lignina, resposta de defesa e réparc contra injuria, biossintese e polimerizagdo de

extensinas e no metabolismo de auxinas (Riqueime & Cardemil, 1995). No entanto, o
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exato papel que elas desempenham no metaboiismo ndo estd claro, devido ao

grande numero de reagles que elas catalisam e o considerdvel nimero de

isoenzimas existentes (Padigiia et alfii, 1995).

Comum entre elas é o fato de catalisarem a oxidagdo, pelo perdxido de
hidrogénio ou compostos relacionados, de uma variedade de compostos organicos e
inorgénicos, bem como possuirem como grupo prostético a Hemina ou

Ferriprotoporfirina IX (Figura 7) (Dunford & Stiliman, 1976; Goodwin et alii, 1995).

CH=CH, CH,

e,

HOOCCH,CH, CHEHLOOH

Figura 7 - Ferriprotoporfirina IX ou Hemina (1,3,5,8-tretametil-2,4-
divinilporfina-6,6-écido dipropridnico).

Uma das fontes vegetais mais ricas em peroxidases é o tubérculo de
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Armoracia rusticana, conhecida pelo nome usual de ‘horseradish” e que se
assemelha bastante & chamada “raiz forte” dos estados do sul do Brasil ou ainda ao
“rébano picante” e o “rabanete”. A enzima de Armoracia rusticana (HRP) foi a quarta
hemoproteina a ser cristalizada (Paul, 19635.

A HRP, definida pela Comissdo de Enzimas como “Peroxidase (doador:
perdxido de hidrogénio-oxidoredutase, E. C. 1.11.1.7)", é uma glicoproteina com
massa molar média de 44 000 Daitons (Chen & Nobe, 1983) e é, na realidade, uma
mistura de mais de 30 isoenzimas, usualmente classificadas como acidas, neutras e
basicas (Fujiyama et alii, 1988), entre as quais varias isoformas ja foram isoladas, e
algumas destas tiveram sua sequéncia de aminoacidos determinada e seus genes
seqlenciados (Fujiyama ef alii, 1988: Phelps et afii, 1971).

O mecanismo das reagbes catalisadas pela HRP tem sido largamente
estudado e j4 estd bem estabelecido, podendo ser dividido em 3 etapas,
representadas pelas EquacSes 1 a 3.

HRP (Fe*) + H,0, —» Composto | + H,0 (Eq. 1)
Composto | + AH, > Composto i + AH* (Eq. 2)
Compostoll +AH, —» HRP (Fe*) + AH* + H,0 (Eq. 3)

Na primeira etapa (Eq. 1), o grupo prostético heme da HRP [HRP(Fe'?)] sofre
oxidacéo pela H»O, (ou peréxidos orgénicos), perdendo dois elétrons, e resultando

na forrnaﬁo de um intermediario instavel, chamado Composto 1, que consiste em um
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complexo ferro-oxiferril (Fe* =0) com um radicai cation x porfirina.

Na segunda etapa (Eq. 2), o radical cation = porfirina recebe um siétron de um
substrato orgénico reduzido (AH,), produzinde um radical livre do substrato
correspondente (AH") e um intermedidrio heme-oxiferrii conhecido como Composto il.

Na uitima etapa (Eq. 3), ocorre uma subsequente reducio por um elétron do
Composto Il por uma segunda molécula de substrato reduzido (AH,), resultando na
recuperacdo da enzima nativa [HRP(Fe*®)] (Ruzgas ef afii, 1995; Goodwin et alii,
1995)

Ha varias rotas de reagdes possiveis para os radicais livres formados a partir
do substrato reduzido, dependendo de suas caracteristicas quimicas e reatividade,

representadas pelas Equagbes 4 a 6 (Ruzgas et alii, 1995)

AH + AH® HA— AH (Eq. 4)
AR+ AH* A+ AH- (Eq. 5)
AH’+ O, —p AH + 0%, (Eq. 6)

A HRP catalisa uma larga variedade de reacbes organicas de oxidoredugio,
tais como desmetilagéo, descarboxilagdo, halogenacéo, hidroxilag@o e polimerizagéo
por condensaco (Chen & Nobe, 1993). Os principais substratos doadores de
elétrons para essa enzima séo da classe dos fendis e naftéis {pirogalol, resorcinol,
hidroquinona, etc...) e aminas aromaticas ( anilina, benzidina, orto-dianiziding, etc...).

A detecgdio sensivel e seletiva de compostos das ciasses dos fenodis e das

aminas aromaticas é de grande importancia ambiental, devido & sua alta toxicidade,
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assim como pelo fato deles serem gerados em processos industriais de larga escala
e descartados na forma de efiuentes das industrias de plastico, farmacéutica, téxtil,
refinarias de dleo e minerag&o de carvao. Tais compostos s&o de alta toxicidade e
figuram entre os mais recalcitrantes aos tratamentos convencionais de efluentes,
sendo, portanto, extremamente importante o controle de suas concentracbes nos
corpos aquaticos (Klibanov et afii, 1983; Pandey & Weetall, 1995; Sawahata & Neal,
1982).

N&o menos importante, o peréxido de hidrogénio ¢ utilizado em véarios campos
industriais em funcio de seu alto poder oxidante, particularmente nas indudstrias de
alimentos, t&xtif ou ainda na area de tratamento de efluentes, onde atua como
esterilizante, alvejante e oxidante (Aizawa et alii, 1974; Cosgrove et alii, 1988). O
monitoramento da concentragfio desse reagente nos processos citados, que é
extremamente importante para o controle de qualidade e eficiéncia dos métodos, é
feito nas industrias geraimente por métodos titrimétricos, espectrofotometria e de
quimiluminescéncia (Cosgrove et alii 1988). Recentemente, a sensibilidade da HRP
por esse substrato tem sido utilizada para construq:éo' de sensores eletroquimicos
com alta seletividade e especificidade (Aizawa et alii, 1974, Cosgrove et alii, 1988;
Yang et alii, 1995).

Ainda devido ao fato desta enzima utilizar como substrato o peréxido de
hidrogénio, que é produto da reacdo de outras oxidoredutases, a peroxidase tem sido
utilizada em conjunto com estas enzimas para dosagem de compostos de

importancia clinica, dentre os quais podemos destacar a dosagem de glicose
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(Pandey & Weetall, 1995), colesterol (Charpentier & Mur, 1995), aigumas bases
nitrogenadas como a guanina, hipoxantina e xantina (Kito et afii, 1990), ailgumas
aminas como histamina, putrescina e cadaverina (Male ef alii, 1996), NADH (Haliiwell
& De Ricker, 1978), rafinose, galactose e outros acucares (Kiba et alii, 1993), acidos
graxos livres (Kawasaki ef afii, 1990), amincacidos como o glutémato e L-lactato
(Ruzgas et alii, 1995), entre outros. Outra area em que O uso desta enzima se
destaca é a imunologia, onde a peroxidase é a enzima ligada ao anticorpo
secundario e produz o croméforo revelador dos ensaios de ELISA (“Enzyme-linked
immunosorbent assay’) (Nilsson, 1989: Brynda ef alii, 1998; Paek & Schramm, 1997).

Considerando tal versatilidade, € facii compreender o grande interesse e
wultuoso nimero de trabalhos publicados com essa enzima. HRP vem sendo
imobilizada em uma grande variedade de suportes, e sua aplicagéo na construgéio
de eletrodos enziméticos ganhou grande impulso nos dltimos anos. A imobilizagdo de
HRP sobre polimeros condutores eletroquimicamente sintetizados tem sido noticiada
com certa frequéncia. No entanto, um estudo sistematico sobre as propriedades

HRP-polianilina quimicamente sintetizada constituem ainda uma lacuna que este

trabatho pretende preencher.
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2. OBJETIVOS

* Sintetizar e caracterizar polimeros da familia das polianilinas que apresentem
diferengas no que diz respeito aoc estado de oxidagdo, a presenca ou nao de
grupo substituinte na cadeia polimérica, assim como, & auséncia oy presenga de

diferentes contra-ions dopantes.

* Avaliar a necessidade de ativacdo dos polimeros, visando a sua utilizagdo na
imobilizacdo de peroxidase, bem como a capacidade de retencdo dessa enzima

pelos diferentes polimeros.

e Buscar a otimizagdo dos parametros Gue apresentarem interferéncia sobre o

processo de imobilizag&o, de modo a se obter a maior quantidade possivel de

enzima ativa imobilizada.

e Comparar o desempenho do sistema contendo a enzima imobilizada com o da

enzima livre em solugdo, através de parametros cinéticos e de estabilidade.

» Utilizar o sistema contendo a enzima imobilizada na construcéo de um mini-reator

de leito preenchido, para anaiise por injegdo em fluxo, onde sersio avaliados os
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parametros de estabilidade e reprodutibilidade do sistema, visando a sua

aplicacéo na detecco seletiva de compostos de interesse.

e Avaliar a possibilidade da aplicagdo desse mini-reator como sistema de

derivatizag8o pds-coluna em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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3. MATERIAIS E METODOS

Tabela 7 - Relagdo de reagentes utilizados.

Nome Marca
Acetona ISOFAR
Acetonitrila VETEC
Acido Acsético VETEC
Acido Citrico ISOFAR
Acido Cloridrico MERCK
Acido orto-Fosférico MERCK
Albumina Sérico Bovina (Fragdo V) SiGMA
4-Aminoantipirina SIGMA
Anilina MERCK
Biftalato de Potassio NUCLEAR
Borato de sodio ECIBRA
Catecol SIGMA
Comassie Brithante-Blue G ALDRICH
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orto-Dianisidina ALDRICH
Etanci "MERCK
Fenol SIGMA
Fostato de Sédio Dibasico VETEC
Fosfato de Sodio Monobasice SYNTH
Glicose NUCLEAR
Glicose Oxidase DOLES
Glutaraideido VETEC
Guaiacol SIGMA
Hidroquinona SIGMA
Hidroxido de Amobnio MERCK
Hidroxido de Sédio VETEC
Peroxidase de Armoracia rusticana (HRP) [SIGMA
Permanganato de Potassio MERCK
Perdxido de Hidrogénio MERCK
Persulfato de Aménio NUCLEAR
Pirogaiol SIGMA
Purpurogalina SIGMA
Resorcinol SIGMA
Tris(hidroximetil)aminometano CALBIOCHEM
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3.2 - Sinteses das Polianilinas

No infuito de se avaiiar = capacidade de reter a enzima HRP, foram
sintetizadas cinco polianiiinas. A escoiha destes polimeros baseou-se em dados
tedricos e experimentais que indicavam diferengas no estado de oxidacdo, a
presenca ou auséncia de grupos substituintes na cadeia polimérica, bem como na
natureza ou auséncia do contra-ion dopante. Os métodos utilizados para os

processos de sintese sdo descritos a sequir.

3.2.1. PANI®

A sintese da PANI® foi feita seguindo metodologia descrita por Pron et alii
(1988), adicionando-se, volume a volume, uma solugdio 0,61 mol L~ do agente
oxidante persulfato de aménio ( (NH4)28:08 ) a uma soluggo 0,44 mol L' de aniiina
(CeHsNH2), ambas preparadas em HCI 2,0 mol L', de forma a manter uma razéo

entre o agente oxidante e a anilina (2) igual a 0,8, calculada segundo a Equacéo 7:

Z= Mﬂ (Eq7]
Ng - Ny

Onde:

41



Imoblilizagdo de Horseradish Peroxidase em Diferentes Polianiiinas: Aplicagdes Anaiiticas

Nan = Nimero de mol da anilina
Nex = NUMero de mol de persulfato de aménio

Me = NUMero de elétrons necessarios para reduzir uma molécula do agente oxidante

=2

A reac8o de polimerizacdo se processou pela adico gota-a-gota da solugo
de persulfato de aménio sobre a solugdo de anilina, com leve agitacdo, por um
periodo minimo de 2 h, mantendo-se as solugcdes numa faixa de ter\nperatura que
variava entre -5 e -10°C. Finda a adicdo do agente oxidante, a mistura obtida
permanecia sob agitacdo por 30 min, seguidos por 2 h de repouso finalizagdo da
reacdo.

O precipitado foi separado da mistura por filtragio & vacuo em funil de
Blchner e ent3o lavado exaustivamente com HCI ‘2,0 mol L. Finalmente, o polimero

- obtido foi seco em dessecador sob vacuo continuo, a temperatura ambiente, até se

alcancar massa constante.

PANI® foi obtida pela desdopagem de PANI® feita seguindo método descrito
por Wei & Hsueh (1989), deixando-se PANI® em contato com uma solucdo de
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NH4OH 0,1 mol L' por 3 h. A PANI® foi separada da solugéo por filtragdo a vacuo
em funil de Buchner e entsio lavada com H20 deionizada e metanoi. Finalmente, o
polimero obtido foi sece em dessecador sob vacuo continuo, a temperatura

ambiente, até se alcancar massa constante.

PANI® foi obtida através do tratamento da PANI® com HNOs 1,0 mol L™
durante 2 h, a temperatura ambiente, sob agitagso, seguida por filtragdo & vacuo em
funit de Buchner, lavagem com 4cido nitrico @ metanol e secagem em dessecador 3

temperatura ambiente, sob vacuo continuo, até que se alcancasse massa constante.

324.PANI®

Uma aliquota de PANI® foi deixada em contato com uma solugdo de acido
citrico 0,1 mol L™ durante 30 min e em seguida seco em dessecador & temperatura

ambiente, sob vacuo continuo, até que se alcangasse massa constante.
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A sintese da PANI® foi feita seguindo metodologia de Nadruz et afii (1996)
modificada, adicionando-se volume a volume uma solugéo 0,1 mol L' do agente
oxidante permanganato de potassio (KMnO,) a uma solugéo 0,5 moi L™ de anilina
(CeHsNH2), ambas preparadas em HNOs 0,1 moi L. A reacdo se processou pela
adicdo lenta da solugdio de agente oxidante & solugao de anilina, sob lenta agitacéo,
a temperatura ambiente. Finda a adig&o do agente oxidante, a mistura foi deixada em
agitagdo por um periodo de 30 min, seguido por periodo iguai de repouso, para
finalizagdo da reag&o. O precipitado obtido foi separado da mistura por filtragio em
funil de Bichner, lavado com HNOs 0,1 mol L™ e agua deionizada, para em seguida
ser deixado em contato com uma solug&o de &cido citrico 0,1 mol L™ por 30 min,

filtrado novamente e por fim, seco em dessecador sob vacuo continuo até atingir

massa constante.

A ativagéo das PANI @ a ® foi feita pela ligagso de poliglutaraideido segundo
modificagio da metodologia de Olsson & Ogren (1983). A reagdo se processou
adicionando-se aos polimeros uma solugéo 2,5% (viv) de poliglutaraldeido preparada

em tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 6,0 na proporcéo de 10mbl/mg de PANI @ a ®. A
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mistura foi deixada reagir por 2 h, sob refluxo, seguida de lavagem exaustiva dos
polimeros com tampao, até que todo o poliglutaraldeido nao ligado fosse retirado,
sendo o processo monitorado em espectrofotdmetro de UV/Vis Phamacia modelo U
2000, pela absorvancia das aguas de lavagem a 310nm.

A fim de se determinar o pH da solugéo de poliglutaraideido em que a ligacdo
ao polimero se desse com maior eficiéncia, PANI @ foi ativada com solucdes de
poligiutaraldeido 2,5% preparadas em tampé&o fosfato de sédio 0,1 mol L™, pH 6,0,
7,0 e 8,0 e tampado borato de sédio 0,1 mol L' pH 9,0. Provas em branco foram
feitas usando-se solug#o de poliglutaraldeido preparada em agua.

Os polimeros ativados, designados PANIG ® a ®, foram secos em
dessecador sob vacuo continuo até que alcancassem massa constante, guardados

em recipientes hermeticamente fechados, a temperatura ambiente, até sua

utilizagio.

'A andlise elementar de C, H e N foi feita com amostras das PANI (D a ®) e

PANIG (D a ®) recém-preparadas, sem secagem adicional, em Analisador Elementar
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Perkin Elmer modelo-2400. A porcentagem de oxigénio foi calculada & partir da
concentragdo de dgua obtida nas andlises de termogravimetria {TGA) conforme
metodologia descrita por Wei & Hsueh (1989). A porcentagem de cloro de PANI @
foi calculada conforme metodologia descrita por Ray et afii (1989), que estabelece

uma razdo molar entre o cloro e o nitrogénio igual a 0,5.

A andlise termogravimétrica foi feita em analisador DuPont 2.000 modelo
General V4.1C com amostras de PANI @ a ® recém sintetizadas, usando argbnio

como gas de purga. As amostras foram aquecidas até 1000°C numa velocidade de

10°C min™.

A andlise de Infravermelho foi feita em espectrofotdmetro Perkin Eimer,
utilizando-se amostras recém sintetizadas, na forma de pastilhas de KBr, na faixa de

comprimento de onda que vai de 500 a 4000cm™.
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A reagéo de imobilizagio da HRP nas diferentes PANIG foi feita adicionando-
se a 5,0 mg de polimero ou polimero ativado com poliglutaraldeido, a 1,0 mL de
solugdo contendo 10 ug de HRP (162 UE ) preparada em tampéo fosfato de sddio
0,1 mot L, pH 6,0, deixando-se a mistura reagir sob agitacdo jenta, por 2 h, a 4°C.
A reagéo foi interrompida pela separagdo da enzima néo figada ao polimero por
centrifugacéo a 3500 g. O polimero obtido, designado PANIG-HRP, foi lavado trés
vezes com o mesmo tamp&o para compieta retirada da HRP néo ligada. Todos os
sobrenadantes foram reservados para medida de atividade enzimética

remanescente e intitulados respectivamente So, Sy S; e S Seguindo a mesma

metodologia foram feitos testes de imobilizagéo de HRP em PANI® ndo ativada.

A atividade catalitica de HRP livre e imobilizada foi testada frente a diversos

substratos. Os espectros de UV/is dos substratos e produtos da reagdio ezimatica
s&0 apresentados em Anexo 1.
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A atividade enzimatica da HRP livre e imobilizada foi medida seguindo
metodologia descrita por Halpin et alii (1989), com modificagdes. Apds retirada
completa de toda enzima nao ligada, as diferentes PANIG-HRP recebiam 1,4 mL de
tampéo fosfato de sédio 0,1 moi L™, pH 6,0, e 1,0 mL de solugsio 0,013 mol L' de
pirogalol. A reagdo foi iniciada pela adi¢éo de 0,5 mL de uma solugdo 0,05 mol L' de
H20:, deixada proceder por 1 min e interrompida por filtragdo a vacuo em funil de
placa porosa. Nos tubos de enzima livre, onde PANIG-HRP foi substituida por 0,1 mL
de solugdo de HRP (162 UE mL?), a reagéo se processava em cubeta e a leitura do
produto formado registrada no tempo de 1 min de reagiio. A quantidade de produto
formado era medida em espectrofotometro UVMVIS Pharmacia modelo U2000 a 420
nm. Provas em branco foram feitas na auséncia de HRP e na auséncia de H,0,.
Uma unidade de enzima (UE) foi definida como a quantidade de enzima capaz de

produzir um aumento de 0,1 na absorvancia a 420 nm apés um minuto de ensaio

(Halpin et alif, 1989).

s

As medidas de atividade enzimatica usando fenol como substrato foram feitas

usando a metodologia descrita por Weng et alii (1991) com modificagbes. Num
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ensaio tipico, apds retirada completa de toda enzima néo ligada, a PANIG@-HRP
recebia 1,4 mL de tampéo fosfato de sédio 0,1 mol L™, pH 7,0, e 1,0 mL de solucdo
contendo 82,1 mmol L de fenol e 1,2 mmot L™ de 4-aminoantipirina. A reagso
procedia conforme descrito no item 3.6.1. Uma unidade de enzima (UE) foi definida

como a quantidade de enzima capaz de produzir um aumento de 0,1 na absorvancia

a 510 nm apd6s um minuto de ensaio.

A metodologia utilizada para medida de atividade usando o-dianizidina como
substrato baseou-se em modificagdes do procedimento descrito por Padiglia et alii
(1995). O substrato foi dissolvido em pequenc volume de HCI 0,1 mol L' e em
seguida tinha o volume completado com tampao acetato 0,1 mol L™, pH 5,0, afim de
se obter uma concentragdo final de o-dianizidina de 22 mmol L. A reacao procedia
conforme descrito no item 3.6.1, sendo uma unidade de enzima (UE) definida como a

quantidade de enzima capaz de produzir um aumento de 0,1 na absorvancia a 470

nm apds um minuto de ensaio.

49



ImobilizagSo de Horseradish Peroxidase em Diferentes Polianilinas: Aplicacdes Analiticas

Os ensaios de atividade usando catecol foram feitos seguindo metodologia de
Halpin & Lee (1987). Em um ensaio padrdo 2,4 mL de solugdo substrato contendo
0,05 mol L' de catecol preparado em tampéo fosfato 0,1 mol L', pH 6,0, foi
adicionado a PANIG®-HRP ou a 0,1 mL de HRP livre. O ensaio prosseguia conforme
descrito no item 3.6.1, sendo uma unidade de enzima (UE) definida como a

quantidade de enzima capaz de produzir um aumento de 0,1 na absorvancia a 380

nm ap6s um minuto de ensaio.

Os ensaios usando guaiacol como substrato foram feitos segundo método
descrito por Yemenicioglu et ali (1998), adicionando-se a PANIG®-HRP ou
alternativamente a 0,1 mL de HRP livre, 2,4 mL de solugfio substrato contendo
tampdo fosfato 0,1 mol L™, pH 6,8, e guaiacol 1% (v/v), preparado em etanol 50%
(viv). A reagBo prosseguia como descrito no item 3.6.1, sendo uma unidade de
enzima (UE) definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um aumento

de 0,1 na absorvancia a 410 nm ap6s um minuto de ensaio

50



Imobilizaclio de Horseradish Peroxidase em Diferentes Fofianilinas: Aplicagbes Anaiiticas

3.66= Usando HIdroquinona como Siibstrato

As medidas de atividade de HRP livre ¢ PANIG®-HRP usando hidroquinona
como substrato foram feitos adicionando-se a 0,1mL de enzima livre ou PANIGA-
HRP, 2,4 mL de uma solugéio substrato preparada em tampéo fosfato 0,1 mol L, pH
6,0, contendo hidroquinona 0,1 moi L' e 4-aminoantipirina 0,013 mol L. A reacdo foi
iniciada pela adicsio de 0,5 mL de uma solugdo 0,05 moi L' de H20, deixada
proceder por 1 min e interrompida por filtraggo & vécuo em funit de piaca porosa. Nos
tubos de enzima livre, onde a PANIG®-HRP foi substituida por 0,1 mL de solugéo de
HRP, a reagio se processava em cubeta e a leitura do produto formado registrada
no tempo de 1 min de reagdo. Provas em branco foram feitas na auséncia de HRP e
na auséncia de H.0,. Uma unidade de enzima (UE) foi definida como a quantidade

de enzima capaz de produzir um aumento de 0,1 na absorvancia a 480 nm.

Os ensaios de atividade usando resorcinol como substrato foram feitos

conforme descrito no item 3.6.6.
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Andlises de teor de proteinas foram feitas pelo método de Bradford (1976),
usando como padrdo BSA. Aliquotas de 0,1 mL da solucio estoque de HRP usada
nos ensaios de imobilizagsio foram adicionadas a 5,0 mL do reativo de Bradford. A
solucdo foi deixada em repouso para desenvolvimento de cor e o ensaio lido em
espectrofotdmetro a 595 nm. Afim de se determinar a quantidade de proteina retida
ao polimero, os sobrenadantes das imabilizages foram reunidos, diatizados contra
agua deionizada e liofilizados. O material seco foi ressuspendido em tampéo fosfato
0,1 mot L”, pH 6,0, e submetido ao ensaio de Bradford, sendo o teor de proteina
retida calculado por subtracgo do total ofertado.

A eficiéncia do processo de imobilizagsio foi medida pela atividade especifica

(AE) do material imobilizado, sendo AE definido como UE por mg de proteinas.

Uma vez definido o meihor sistema polimero-enzima como sendo PANIG®-
HRP, conforme discutido no item 4.4, os experimentos se dedicaram no sentido de
se otimizar as condiges de imobilizagsio. Para tanto, foram feitos os testes que

seguem.
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Fdram feitos testes no intuito de se verificar o efeito do pH sobre os grupos
ligantes tanto da enzima como da PANIG®. Nestes testes 10 ug da enzima HRP
foram dissolvidas em tampéo ftalato de potdssio 0,1 mol L' pH20 e 3,0; tampé&o
fosfato de sddio 0,1 mol L™, pPH4,0,50,6,0,70e80: e tampéo Tris 0,1 mol L, pH
9,0, 10,0, 11,0 e 12,0. Aliquotas de 1,0 mL da solucéo de HRP foram adicionadas a
5,0 mg de PANIG® e a mistura deixada reagir sob lenta agitacéo, a 4°C, por 2 h. A
eficidncia do processo foi medida através de ensaios de atividade enzimatica.

Afim de se determinar possivel efeito da natureza do sal tamponante sobre a
imobilizagéo foram testados na faixa acida os tamples acetato de sodio e ftalato de

$6dio 0,1 mol L™ e na faixa alcalina, os tampdes borato de sédio e Tris 0,1 mol L.

Foram feitos tesies afim de se determinar o tempo necessario para que toda a
enzima disponivel para imobilizacsio se ligasse a PANIG®. Ensaios de atividade
enzimética foram feitos apés 10, 30, 60, 120, 240 e 360 min de imobilizag&o,
conforme descrito no item 3.6.1. -
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Afim de se testar a concentragsio de PANIG® capaz de reter completamente
1,0 mL de solugéio contendo 10 g de HRP (162 UE mL™), foram feitos ensaios de
imobilizagéo usando 2, 5, 10, 15 e 20 mg de PANIG®. A mistura foi deixada reagir

por 2 h, a 4°C, sob lenta agitagdo e em seguida foram feitos ensaios de atividade

enzimatica, conforme descrito no item 3.6.1.

Afim de se verificar se a imobilizaggo exercia algum efeito sobre a estabilidade
térmica da enzima foram feitos ensaios em que a PANIG®-HRP era submetida a
aquecimento em banho-maria em temperaturas que variavam de 30 a 90 °C. Nestes
ensaios a mistura reacional contendo PANIG®-HRP, tampdo fosfato e H202 foi
colocada durante um minuto em banho-maria previamente estabilizado na
temperatura desejada. A éeguir, foi adicionado o pirogalol também previamente
equilibrado na temperatura em teste e a reagéio se processava durante um minuto,

- sendo interrompida pela separagio da enzima imobilizada por filtragdo & vacuo da
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mistura reacional. O produto formado era monitorado em espectrofotdmetro a 420

am,

A fim de se verificar se s imobilizacéo teria causado alteracdes no
comportamento da HRP, foram realizados experimentos para se determinar o pH
otimo da HRP livre e imobilizada. Nestes experimentos as imobilizagdes foram feitas
conforme procedimento descrito no item 3.5. Em seguida a PANIG®-HRP foi lavada
com tampdes variados a serem testados nos ensaios de atividade enzimética, até
completa retirada do tampéo de imobilizaggo. Os ensaios de atividade enzimatica
foram feitos conforme descrito no item 3.6.1, variando-se os tampdes das reagdes,
tendo sido testados os seguintes: tampao ftalato de potassio 0,1 mot L', pH 30:
tampé&o fosfato de sédio 0,1 mol L, pH 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0; e tampdo Tris 0,1
mol L™, pH 9,0 e 10,0.

Afim de se determinar possivel efeito da natureza do sal tamponante sobre a
imobilizacso foram testados na faixa &cida os tampGes acetato de sddio e ftalato de
. 86dio 0,1 mol L e na faixa alcalina, os tampdes borato de sédio e Tris 0,1 mol L.
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Afim de se verificar se a imobilizagio interferia na reatividade da enzima,
foram feitos ensaios em que se comparou a atividade cataliitica da enzima livre com a
imobilizada frente a diversos substratos. Os procedimentos usados nos ensaios
foram os mesmos descritos no item 3.6, mantendo-se a concentragio de H:0: fixa
em 0,05 mol L™ e variando-se as concentragdes dos substratos usados, que foram:
Guaiacol 0,01 mol L*, Catecol 0,05 mol L', Hidroquinona 0,1 mol L' + 4-
Aminoantipirina 0,01mol L™, Resoarcinol 0,1 mol L™ + 4-Aminoantipirina 0,01 mol L™,
Fenol 0,04 mol L™ + 4-Aminoantipirina 0,01 mol L, o-Dianizidina 2,2 mmoi L. A
quantidade de produto formado pelo sistema PANIG®-HRP foi comparada aquela
formada pela enzima livie e a reatividade relativa expressa em porcentagem de
atividade, levando-se em consideracio a diferenca na quantidade de enzima

imobilizada em comparacéo a quantidade de enzima livre.

A determinagio de Km foi feita usando-se concentracbes do substrato
pirogalol que variavam de 90 x 10 a 2,5 x 102 moi L. Nestes testes as

imobilizagBes foram feitas.com 2,0 mg de PANIG® e 400uL de solug&o de HRP,

conforme descrito' no item 3.5. Os ensaios foram feitos como descrito no item 3.6.1 e
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0s valores de Km determinados com a ajuda de um microcomputador empregando-

$6 0 programa aplicativo “Microcal Origin 3.5 {Microcal Software, Inc.).

Os ensaios de termoestabilidade foram feitos mantendo-se a enzima livre e
imobilizada em banho-maria previamente aquecido a 55°C, por 30, 40, 60 e 120 min.
Decorrido este tempo, as enzimas foram transferidas para banho de gelo até que
atingissem a temperatura ambiente, para em seguida serem testadas quanto a

atividade enzimatica usando pirogalol, conforme descrito no item 3.6.1.

Também visando testar a estabilidade do sistema foram feitos ensaios de
atividade de enzima livre e imobilizada na presenca de solventes organicos. Os
solventes usados foram acetona, etanol e acetonitrila e a concentracdo deles no

- volume final do ensaio variou entre 5, 10, 20 e 50% (viv). Os ensaios foram feitos
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seguindo metodoiogia descrita no item 3.6.1 com provas em branco feitas na

auséncia de enzima.

Afim de se estabelecer a melhor forma de armazenamento, bem como a
estabilidade do sistema com o decorrer do tempo, amostras de PANIG®-HRP e HRP
livre foram armazenadas nas condiges discriminadas na Tabela 8. A atividade

enzimatica foi testada conforme descrito no item 3.6.1, em diferentes intervalos de

tempo.

Tabela 8. Condigbes de Armazenamento de PANIG®-HRP

I Condigdes de Armazenamento

Seco Em Tamp&o Fosfato
Temperatura | Liofilizada (40 °C)|{ Temperatura Em geladeira (4 °C)
ambiente ambiente Com CaCl; { Sem CaCl,
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3.11 - Sistema para Injec#o em Fluxo

A construgdo do mini-reator foi feita preenchendo-se uma coluna de vidro de
50 mm de diametro por 30,0 mm de comprimento, fechada em uma das
extremidades por camada dupla de nyion, com 15 mg de PANIG®-HRP. O
preenchimento foi feito com auxilio de uma bomba peristaitica Tecnal usando
uma vazdo de 15 mL h'' e foi completada pela passagem de tampé#o fosfato de
s6dio 0,1 mol L, pH 6,0, para completa remogé&o das possiveis moléculas de enzima
n&o imobilizadas e equilibric do ambiente do mini-reator. As inje¢bes de todos os
substratos aqui testados foram feitas com o auxilio de comutador manual (Figura 8),
com um volume de injegdo fixo em 0,1 mk, numa vazio de 3,0 mL min”. O produto
formado foi monitorado continuamente em espectrofotdmetro a 420 nm usando
célula de vidro de 0,02 mL. O registro das absorvancias foi feito a cada 5 segundos.
Apds a injecdo, o mini-reator foi lavado com volumes de tampédo fosfato suficientes

para total remogéo do produto e em seguida o cicio se reiniciava com nova injecéo

de solucdo de substrato.
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\ Substrais
7’

\\.
7/

* Tampis

Figura 8 — Sistema para utilizagdo do mini-reator, onde | = bomba peristaitica;

Il = comutador manual; lil = mini-reator; IV = espectrofotdmetro 2 V = registrador.

Foram feitos testes afim de se determinar a faixa de concentracdo sm que o
mini-reator apresenta resposta linear, bem como para determinar os limites de
deteccdo superior e inferior para o substrato pirogaicl. Meste intuito, foram
preparadas solugdes contendo tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 8,0, Hz0, 0,05 moi L™
@ pirogaiol em volumes proporcionais ao do ensaio descrito no item 3.6.1, porém

variando-se a concentragéo de pirogalol de 1,3 umol L' até 162,4 umol L. A
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detecgéo do produto formado se fez a 420 nm. Para determinac&o do limite inferior
de detecgdio foi estabelecida uma razéo sinal / ruido igual a 3, sendo considerado

ruido o vaior de absorvancia obtida pela passagem através do mini-reator de solugdo

contendo pirogalol e tampé&o fosfato, na auséncia de H20,.

Para determinagsio de perdxido de hidrogénio foram feitas injegSes de
solugbes em que a concentrac&o de pirogalol era mantida fixa em 0,013 mol L' e se
variava a concentragéo de H,0, de 3,26 mmol L™ até 326,5 mmol L™, com detecgio
de produto formado a 420 nm. Como limite superior de detecgdo foi considerado o
ponto anterior aqueie que causasse queda na atividade enzimatica devido a inibigéo.
A mesma razdo sinal / ruido estabelecida no item 3.11.2 foi considerada para

determinacéo do limite inferior de deteccéo.
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Na sintese da PANI® obtivemos um pé fino de coloragdo negro esverdeado
com um rendimento médio de 93,8%. As PANI @ ® e ® apresentaram
rendimentos um pouco inferiores em decorréncia dos processos de manejo. Ja a
PANI® apresentou um rendimento de sintese de apenas 22% Além disso, o

polimero obtido apresentou-se como um pé finissimo, de dificii manuseio nos

processos de imobilizagdo.

Os resultados obtidos na TGA dos polimeros sintetizados revelaram
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termogramas com caracteristicas bastante similares aquelas descritas na literatura
para as polianilinas (Wei & Hsueh, 1989; Palaniappan, 1995), e portantc compativeis
com o0s compostos propostos.

Como pode ser obsefvado nos anexcs 1 a 5, com excegéo de PANI2, os
todos os polimeros apresentam trés estagios de perda de massa, sendo o primeiro
entre 40 - 110°C, relacionados &s moléculas de agua associadas & estrutura da
polianiling, o segundo, entre 110 — 300 °C, relacionado as moléculas do contra-ion
dopante e o terceiro, acima de 400°C, relacionado a degradacéo do esqueleto
carbbnico. PANI® apresentou um termograma de dois estégios caracteristico, com
perdas na faixa de temperatura relativa as moléculas de agua e na faixa relativa a
degradag&o estrutural, visto que neste polimero o tratamento com NH4OH retirou o
contra-ion dopante.

Os trés polimeros tratados com &cido nitrico (PANI @, @ e ®) apresentaram
termogramas similares, independente da rota de sintese utilizada em sua
preparacio.

Na Tabela 9 estdo demonstradas as perdas percentuais de massa dos

polimeros em fungdo do aumento da temperatura.
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Tabela 9 — Porcentagem de perda de massa em fungio do aumento da

temperatura.
Faixa de Temperatura % Perda de massa
(°C) PANI® | PANI@2 | PANI® | PANI® | PANI®
Abaixo de 100 10,9 6,5 8,2 53 28
100-300 9,0 * 19,3 21,9 22,5
Acima de 400 756 90,8 411 38,1 42,9

* Neste Polimero o contra-ion foi retirado por tratamento com NH,OH.

E interessante salientar que as perdas de massa na regido de 200°C s&o
diferentes de um dopante para outro, sendo levemente crescente a medida que a
massa do dopante cresce (HCI, HNOs, HNO/CeHsO7). A perda a 400°C para PANI @
e PANI @ é quantitativamente consistente com os valores calculados nas andlises

elementares para as férmulas propostas.

A andlise elementar dos polimeros resultou em formulas empiricas
consistentes com os processos de sintese utilizados. Na Tabela 10 estdo

demonstrados os valores calculados e os obtidos para as polianilinas sintetizadas.
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Tabela 10 — Anélise Elementar das Polianilinas.

Polimero C N H o* Férmuila
PANI® 61,1 11,9 5,1 - Ca4H1aN4HCI),.H-0
Calculado
PANI® 66,2 12,9 4.1 9.5 CadH1gN4( HCl)2.(H20)s
PANI® 68,0 12,8 53 58 Ca4H1sN4(H20),
PANI® 63,3 154 6,1 7.3 C24H1eN4(NO2).(H20)2
PANI® 58,6 13,2 50 4,7 [C24H20N4(NO2)](H20)2.CeHaO7
PANI® | 657 [ 111 5,0 2,5 | [C24H20N4(NO2)}(H20)06.(CeHsO7)12

* - Porcentagem de oxigénio referente &5 moléculas de &gua associadas ao polimero, calculada &

partir dos resultados de TGA.

A fracdo de oxigénio presente nas amostras de polianilinas refere-se

exclusivamente ao teor de oxigénio das moléculas de agua associadas aos

polimeros, obtida por anélise de TGA.

Como pode ser observado, os valores de C.HeN es_tao bem proximos para

PANI®. As andlises elementares das outras PANI estdo muito préximas aquelas

correspondentes ao contra-ion dopante, segundo as anélises de TGA. (Tabela 9)

Nas Figuras 9 a 13 s30 mostrados os espectros de infravermelho obtidos para
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0s polimeros estudados. Como pode ser observado, ha absoluta correspondaéncia
entre as bandas obtidas, com alguma variagdo nas suas intensidades, permitindo-
nos confirmar a presenga de polimeros da familia das polianilinas.

Tang et alii (1988), Wei & Hsued (1989) e Hagiwara et alii (1988), analisando
espectros de infravermelho desses polimeros, destacam as bandas a 3444 cm™
referente ao estiramento N-H, a 1588 cm' relacionada a estrutura quindide, a 1544
cm’’ relacionada ao estiramento de anel benzéide e a banda a 1140 cm” relacionada
ao grau de protonagdo. Os espectros dos polimeros tratados com &cido nitrico

(PANI®, PANI® e PANI®) revelam a presenga de banda forte proximo a 1400cm™

referente ao estiramentp de grupo NO, .

Figura 9 — Espectro de infravermelho tipico de amostras de PANI®
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Figura 10 — Espectro de infravermelho tipico de amostras de PANI®
%T
I 4 1
4.000 3.000 2.000 1.000 cm"

‘Figura 11 — Espectro de infravermelho tipico de amostras de PANI®
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%T

4.000 3.000 2.000 1.000 3

Figura 12 - Espectro de infravermelho tipico de amostras de PANI@

%T

4.000 3.000 2.000 1000 51
Figura 13 — Espectro de infravermelho tipico de amostras de PANI®.
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Segundo Wudl et alii (1987) as intensidades relativas das bandas a 1600-
1588cm™ e a 1550-1500 cm™ caracterizam o estado de oxidac&o do polimero, tendo
em vista que as estruturas benzbides predominam nos estados reduzidos e, a
medida que o polimero vai sendo oxidado, aparecem as estruturas quindides.
- Nossos resultados nos permitem classificar os polimeros sintetizados segundo as
intensidades relativas das bandas citadas em oxidado (PANI@), reduzido (PANI®) e
em estados de oxidagéo intermedidrios (PANI®D, PANI® e PANi®).

Dos resultados obtidos até aqui, no que diz respeito & caracterizacsio dos
polimeros sintetizados, podemos tecer alguns comentarios. A PANI® apresenta
todas as caracteristicas do composto p-polifenilenocaminaimina, na sua forma de sal,
amplamente conhecida como hidrocloreto de poliesmeraldina. Este composto teria a
estrutura bésica mostrada na Figura 6, e a unidade repetitiva seria aproximadamente
50% oxidada e 50% reduzida (Mac;Diarmid & Epstein, 1989 ).

O segundo polimero, PANI®, também apresenta caracteristicas tipicas do
composto p-polifenilenoaminaimina, neste caso em sua forma basica, também
conhecida como esmeraidina (Figura 5). Este composto é caracteristicamente
desdopado e apresenta-se predominantemente no estado oxidado. (MacDiarmid &
Epstein, 1989 ). ,

Na PANI®, o tratamento com acido nitrico causou a inserg&io de grupo NO2 no
esqueleto polimérico, evidenciado pelo espectro de infravermelho (Figura 11), bem
como levou o estado de oxidagfio para um grau intermedidrio entre o totalmente

oxidado e o totalmente reduzido. Pouca alteragsio foi obtida pelo tratamento
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subseqQente com acido citrico, de forma que para PANI® temos um polimero muito
similar em suas caracteristicas a4 PANI®.

No caso da PANI®, a sintese na presenca de acido nitrico resuitou em um
polimero com caracteristicas de infravermelho bastante similares as de PANI®,
exceto pela presenca da banda relativa a estiramento de grupamento NO na regido
de 1400cm™ (Figura 13) e pelo fato deste polimero apresentar-se caracteristicamente
desprotonado, conforme pode ser observado pela desaparecimento da banda na
regido de 1140cm™. Outro ponto a ser ressaltado é o fato das bandas relativas ao
estiramento de grupo quindide (1600cm™) e benzoide (1500em™), que caracterizam o

estado de oxidag&o do poiimero, serem tipicas de polimero em estado reduzido.

A natureza da reagsio envolvida na ativacdo de suportes usando
poligiutaraldeido vem sendo objeto de estudo desde 1968, quaﬁdo Richard &
Knowles noticiaram a existéncia de espécies a, B-insaturadas e poliméricas em 7
solugdes de giutaraldeido comercial. Desde entdo, muitos esforcos tem sido
empreendidos no sentido de se desvendar as estruturas presentes neste- composto
na sua forma comercial, purificada por destilagio ou em solugdes aquosas (Hardy et
alii, 1969; Kirkeby et alii, 1987: Margel & Rembaum, 1980). De comum entre os

achados destes autores estd o fato de que, em preparagbes comerciais e em
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solut;ées aq&neutras ou alcalinas, o glutaraldeido sofre polimerizag#o e surgem
em maior ou menor escala espécies o p-insaturadas. NZo & possivel ainda, no
entanto, se descrever o0 mecanismo de reacéo envolvido na ativagfio de suportes e
imobilizagéo de enzimas através deste reagente bifuncionai. Alguns autores fazem
aluséo & formagéo de base de Schiff, uma vez que a ligagdo pode ser estabilizada
por tratamento com NaBHs (Makino et afii, 1988), outros refutam essa idéia
exatamente pelo mesmo motivo: o tratamento com NaBH4 n&o resultou em melhoria
da estabilidade da ligagéo (Tatsuma et alii, 1989). Ha ainda aqueles que atribuem a
forma monomérica a capacidade de formar tramas cruzadas de polimero e enzimas
(Kuwabata et alii, 1995). Prevalece, no entanto, a idéia de que a ligagdo ao
glutaraideido se d&@ em pH neutro ou levemente alcalino (Trevan, 1980; Zaborski,
17974), @ que a forma envolvida na reacsio seja predominantemente pohmén ou
seja, o poligiutaraideido. Recentemente, Melo et alii, (1999) trabalhando com
polianilina  eletroquimicamente polimerizada e ativada com solugbes de
polighutaraldeido, concluiram que ocorre uma deposicdo do poligiutaraldeido sobre a
superficie ou no interior do suporte que esta sendo ativado.

A eficiéncia da Iigag:éo do poligiutaraideido & PANI® foi estimada pela anélise
elementar da PANIG®, obtida das diferentes solugSes de poliglutaraldeido, bem
como pela analise dos espectros de infravermelho de PANI® e PANI®. A Tabela 11

mostra os resultados obtidos na andlise elementar de PANIG®, assim como as

relagtes C/N & (C+H)N :

71



Imobilizagdo de Horseradish Peroxidase em Diferentes Polianilinas: Aplicagdes Analiticas

Tabela 11 — Andlise Elementar de PANIG® obtida pela ativagdo de PANI® em

diferentes solugdes de glutaraldeido

pH da solucéo de %C %H %N Relagdo | Relacéo
glutaraldeido | C/N (C+H)/N
6,0 549 4.9 9,6 5,7 6,2
7.0 57,2 5,0 9,9 58 6,3
8,0 58,7 5,0 10,1 58 6,3
H0 59,1 5.4 10.3 57 6.3
PANI® 66,2 41 12,9 51 54

Aparentemente a deposicdo de poliglutaraideido ndo causou diferenca
significativa na relagso C/N e C+H/N em fungso dos diferentes pH'’s de ativacdo. Ha
no entanto, uma diferenca significativa na relagiio C/N e C+H/N da PANI® com
relagéio & PANIG®, independente do pH de ativagdo, o que indica a ligagdo do
poligiutaraldeido.

Os espectros obtidos por FTIR de PANIG® e PANIG® (Figuras 14 e 15)
ativadas com poliglutaraldeido em pH 6,0, mostram o aparecimento de uma banda
por volta de 1700 cm™®. Melo et ali (1999) trabalhando com polianilina
eletroquimicamente sintetizada, observaram também o aparecimentac de banda em
1700cm™ em polimeros tratados com poliglutafaldeido sob refluxo em pH 8,0, & qual
relacionaram ao estiramento de carbonila aldeidica, indicativa da presenca deste

composto na estrutura do polimero.
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Figura 14 — Espectros de infravermelho de amostras de PANIG® obtidas pela
ativaciio com poliglutaraldeido em pH 6,0.
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'Figura 15 — Espectros de infravermelho de amostras de PANIG® obtidas pela
~ ativag&io com poliglutaraldeido em pH 6,0.
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A capacidade de retencdo de enzima dos diferentes polimeros ativados esta

apresentada na Tabela 12.

Tabela 12 — Capacidade de retencdo de HRP das polianilinas testadas.

Resultado expresso em termos de UE retidos em 5,0 mg de PANIG.

Polimero Atividade (UE)
PANIG® 245+36
PANIG® 155+26
PANIG® 21,8+1,3
PANIG® 22,9+ 04
PANIG® 122+20

Estes resultados nos permitem classificar os polimeros em dois grupos em
funcéo da sua capacidade de retencéo. No primeiro grupo estao os polimeros com
capacidade de retengéio superior a 20% e no segundo, polimeros com capacidade
inferior a 20%. Analisando as caracteristicas dos polimeros do primeiro grupo, isto é,
PANI®, PANI® e PANI®, chama-nos a atencéo o fato de todos os trés terem em
comum estado de oxidag@io intermediario, em contraposicéo aqusies do segundo
grupo, PANI2 e PANI®, cujos estados de oxidacdo s@o predominantemente oxidado
ou reduzido.

Assim sendo', podemos deduzir que, mais do que o contra-ion dopante ou a
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estrutura da cadeia polimérica,\ 0 estado de oxidagdo original do polimero é
importante para sua capacidade de imobilizag&o, ja que tanto o polimerc oxidado
(PANI@) como aquele reduzido (PANI®) foram menos eficientes do que os demais
em imobilizar a enzima.

Independente do tipo de reagdo envolvida, a necessidade de ativagdo da
polianilina com poligiutaraideido para se obter uma imobilizagdo eﬁciente foi
comprovada nos testes de imobilizagéio de HRP em PANI®. Neste caso a HRP nfo
. ficou retida no polimero, grande parte dela aparecendo no primeiro sobrenadante do
processo de imobilizagdo (So), sendo ainda levemente detectada nas &guas de
lavagem posteriores (Figura 16). Sem a ativagdo com glutaraldeido a enzima
adsorve lsvemente & superficie da polianilina e é Ientaménte retirada durante as
lavagens. Yang & Mu (1997), trabaihando com eletrodos de polianilina
eletropolimerizada e néo tratada com glutaraldeido, observaram o mesmo efeito da-
dessorgéo da HRP, que no periodo de 23 h levou a um decréscimo na corrente
resposta da ordem de 84%.

Em funcio destes testes, tendo em vista nosso objetivo de caracterizar o
melhor sistema polimerc-enzima, escothemos PANIG® para dar continuidade ao

trabalho, uma vez que sua sintese é mais rapida e com maior rendimento.
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UE

Figura 16 - Imobilizagdoc de HRP em PANI® sem ativagdo. Alividade
anzimatica presente no sobrenadants (So), dguas de lavagem (S:-Sg) @ PANI@-HRP
(5,0 mg); atividade catalitica do polimero PANI® (5,0 mg).
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4.6.1— pH 6timo de imobilizagéo

Os resuitados apontam a faixa entre 6,0 e 8,0 como sendo a mais indicada
para a imobilizag&o, sendo o pH 6,0 onde se obtém maior eficidncia (Figura 17).
Resultados semelhantes foram obtidos por Thibault et alii (1981), estudando o pH
étimo para imobilizagdo de HRP sobre silica ativada com poligiutaraideido.

De modo semelhante ao que acontece com a polianilina, a reago entre o
poligiutaraldeidc e a enzima permanece ainda objeto de muitos estudos e
especulacdes. Kirkeby et alfii (1987), estudando a reagso entre poliglutaraldeido e
diversos aminoacidos, sugere que as reagdes entre o polimero e grupos sulfidril,
aromaticos, basicos ou acidos dos aminoacidos sejam menos importantes do que
aquela que ocorre com grupos o~ ou e-amino. Trevan (1980), por outro lado, reunindo
os resultados obtidos da analise de aminoacidos de proteinas apds imobilizagdo,
sugere que tais grupos: possam estar tdo envolvidos quanto os amino grupos, e
sugere que a reagéo se dé por adi¢gio do tipo Michael. Conforme ja afirmamos, este

tipo de ligacéo carece ainda de maiores estudos para sua completa elucidac3o.
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Figura 17 — Estudo de pH étimo para imobilizagdo de HRP em PANIGQ.
Enzima preparada em tampdo ftalato de potassio 0,1 mol L™, pH 2,0 e 3,0; tampéo
fosfato de sédio 0,1 mol L™, pH 4,0, 5,0, 6,0, 7.0 e 8,0; e tampao Tris 0,1 moi L™, pH
9,0, 10,0, 11,0 e 12,0. Imobilizagdo com 1,0 mL de HRP (162 UE) e 5,0 mg de
PANIGQ.

Na Figura 18 podemos observar a influéncia do tempo de contato da HRP com
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a PANIG® sobre a eficiéncia da imobilizagdo. A medida que aumentamos o tempo
de imobilizagdo ha um aumento na atividade da PANIG®-HRP com concomitante
decrescimo da atividade enzimética remanescente em So, que atinge um maximo em
60 minutos de contato. No entanto, a PANIG®-HRP obtida com 60 minutos de
imobilizagdo demanda um grande nimero de lavagens para retirada de moiéculas de
enzima ativa, mas ndo retida pelo polimero. Apés 120 minutos ndo ha mais enzima
ativa disponivel na solugéic e o materiai obtido pode ser usado apds trés lavagens,

reduzindo bastante o tempo da operagéo, além de eventuais perdas por manuseio.

70 ¢
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Figura 18 - Relag&io entre tempo e eficidncia de imobilizacdo de HRP em
PANIGQ®. imobilizaggo com 1,0 mL de HRP (162 UE) e 5,0 mg de PANIG®D. —-@-—
UE no sobrenadante (So) ; -——— UE em PANIG®D-HRP
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Makino et afii (1988), estudando o tempo necessério para imobilizagdo de BSA
e Pronase em géis para cromatografia do tipo Toyo pearl @ GBOOPW ativados com
potiglutaraldeido, relatam a necessiaade de 4 h para a completa imobilizagdo. Os
nossos resultados sugerem que 80 min sdo suficientes para atingir o limite de
imobilizagdo, sendo que 120 min representam ¢ tempo mais conveniente,

considerando as etapas subsequentes.

Na Tabela 13 estdo demonstrados os resultados obtidos na eficiéncia da
imobilizagdo & medida que variamos a quantidade de enzima ofertada por mg de
PANIG®. Podemos observar que a eficiéncia da imobilizagdo cresce a medida que
aumenta a proporgdo de enzima ofertada por mg de PANIG®, sendo que, na faixa

testada, o maximo de eficiéncia é alcangada quando 10 ug de HRP séo ofertadas a

5,0 mg de PANIG®.
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Tabela 13 — Relagéo entre ug de enzima ofertada por mg de PANIG® e

eficiéncia da imobilizagéo

ug de HRP/mg UE imobilizadas/
- UE imobilizadas
PANIG® mg PANIG®
5,00 246 +0,3 12,3
2,00 57,0+£3,5 72
1,00 339+1,2 2,8
0,67 269+0,1 1.5
0,50 223+09 0,9

Na Figura 19 notamos uma relag8o linear (r=0,8998) crescente entre a
quantidade de enzima imobilizada e a quantidade de enzima ofertada por mg de
PANIG®, no intervalo entre 0,5 a 2,0 ug de HRP ofertada por mg de polimero. A

partir desse ponto, aparentemente ocorre a saturagéo do polimero, e a relagio que

se estabelece deixa de ser linear.
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Figura 19 ~ Relagfo entre a quantidade de HRP ofertada por mg de PANI® e
a quantidade imobilizada (UE).

Alguns aspectos devem ser levados em conta quando se avalia a eficiéncia de
um processo de imobilizag&o. Dentre eles devemos dispensar maior atencio 3
imobilizag&o através de grupos funcionais relacionados com a atividade enzimética,

que traz, como consequéncia, a imobilizagéo da proteina desprovida de atividade,
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assim como o chamado ‘overloading” ou sobrecarga, que ocorre quando vérias
camadas de enzima depositam-se umas sobre as outras, resultando em excessiva
proximidade entre os sitios, 0 que pode levar a impedimento estéreo ao substrato.

Uma forma de se avaliar a eficiéncia da imobilizagdo, considerando tais
possibilidades, é a medida da quantidade de proteina imobilizada, sendo entdo a
eficiéncia definida como Atividade Especifica (AE).

A eficiencia do método foi medida pela razao entre a eficiéncia de retencgéo de
atividade enzimética e a quantidade de proteina retida. Os resultados obtidos (Tabela

14) indicam que a imobilizagéo foi feita de maneira adequada, de forma que toda

enzima imobilizada manteve sua atividade enzimatica.

Tabela 14 — Eficiéncia da PANIG® na retencéo de HRP ativa,

Enzima Enzima Proteina Proteina UE/ug| Eficiéncia
ofertada imobilizada ofertada retida Prot. %UE

UE % UE % ug % Mg % AE | %Prot. Ret.

162+ 100 |408+| 252 [ 25+ | 100 | 06+ | 24,3

&

1,03
2,1 0,3 0.4 0,2

‘Na Tabela 15 estSio relacionados para fins de comparacgfio, os resuitados

obtidos por outros autores na imobilizac&o de HRP em suportes variados, utilizando
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métodos quimicos e fisicos de imobilizagzo.

Tabela 15 ~ Porcentagem de imobilizagéo em diferentes suportes

Suporte Tipo de % de Referéncia
imobilizagdo | imobilizac3io
Carboximetilcelulose Ibnica 7 Weliky et alli (1969)
Poliaminoestireno — Diazotizado Covalente 4 Miller et alli (1976)
Silica — Glutaraldeido Covalente 3 Thibault et alli (1981)
Vidro poroso — Glutaraldeido Covalente 22 Gorton e Ogren (1981)
Vidro poroso - Diazotizado Covalente 33 Olsson & Ogren (1983)
Latex Covalente 40 Kawaguchi ef alli
| (1988)
Vidro poroso — Glutaraldeido Covalente 48 Weng et alli (1991)
| Montmorillonite — Glutaraldeido Covalente 43 Gianfreda & Bollag
(1994)
Fractogel-2-fluor-1-metilpiridina Adsorcéo 0.06 Narinesingh et alli
(1991)
Agarose-acido imido acético- Adsorcéo 78 Chaga (1994)
Cu(li)
Magnetita-APTS*-Glutaraldeido Adsorgdo 9 Tatsumi ef alfi (1996)
Celulose — éxido de titanio Adsorgéo 17 Silva et alli (1996)
Polipirrol Aprisionamento 66 Coche-Guerente ef allj
(1995)

“"APTS = Aminopropi-rietoxishanc

Como podemos observar, ha uma grande variag&o na porcentagem de HRP

| imobilizada, mesmo considerando apenas os
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poliglutaraldeido. Weng et alli (1991) e Gorton & Ogren (1981) trabathando com vidro
poroso, relatam resultados t&o distantes como 48 e 22%, respectivamente. Nao
obsfante, nosso resuitado de 25% de HRP imobilizada localiza-se em uma faixa
intermedidria entre os resultados aqui demonstrados e, tendo em vista que a
ativag&o de polimeros via poliglutaraldeido esta entre os métodos mais simples e que
conferem maior estabilidade aos sistemas, podemos considerar o sistema PANIG®
bastante eficiente. Além disso, devemos destacar o fato de que 100% das moléculas

de enzima que foram imobilizadas mantiveram sua atividade,

Os testes de temperatura Stima da HRP livre e imobilizada revelam um
comportamento bastante diferente para as duas formas da enzima. A HRP livre
apresenta uma curva de desnaturag3o tipica, com méximo de atividade a 45 °Ce a
partir dai, perdas acentuadas de atividade, & medida que a temperatura aumenta,
tendo apenas cerca de 20% de atividade remanescente a 65°C, apés 2 min de
incubagdo. J4 a HRP imobilizada apresenta uma curva de desnaturacso térmica com

um platd de atividade méxima entre 30 ¢ 60 °C e s6 & partir dai a atividade comega a
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decair, sendo que a 80 °C ainda resta cerca de 20% da atividade enzimatica, apos 2
min de i'ncubagéo. E relevante salientar que, enquanto a enzima livre mantém
apenas cerca de 30% da atividade a 60 °C, a enzima imobilizada 'néo apresenta
qualquer perda de atividade até essa temperatura.

Yang & Mu (1997), trabaihando com HRP adsorvida sobre polianilina
observaram méaxima atividade a 39 °C, enquanto Liu et alii (1996), observaram
maxima atividade a 40 °C para a mesma enzima imobilizada por aprisionamento com
composito de polivinildicool (PVA) / fibra de seda regenerada (RSF). Estes
resultados ressaltam muito mais as caracteristicas do suporte e método de
imobilizacdo utiizados do que caracteristicas da enzima, uma vez que a estabilidade
térmica de HRP é largamente conhecida (Yemenicioglu et alii, 1998; Chang et afii,
1988). Parece que no sistema em que HRP esta adsorvida em polianilina, o efeito
observado seja mais devido & dessorgdo da enzima em funcdo do aumento da
temperatura do que inativag3o térmica propriamente dita. Por outro lado, no caso de
HRP aprisionada em PVA/RSF os autores relatam a degeneracdo do PVA em

temperaturas superiores a 45 °C.

Aparentemente, a estabilidade térmica da PANI®, as;sim como as ligagies
estabeliecidas via poliglutaraideido com a HRP, s&io responsaveis pela ampliagéo da
faixa térmica operacional no sistema PANIG®-HRP, propiciande seu uso em

temperaturas significativamente elevadas, considerando-se a catélise enzimatica em

geral. -
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Figura 20 — Temperatura 6tima da HRP livre e imobilizada. Imobilizagio com
1,0 mL da HRP (162 UE) e 5,0 mg de PANIGD. B PANIG®;HRP ; il

HRP livre. Tempo de incubagdo nas diferentes temperaturas 1min seguido de 1 min

de ensaio.

Os resultados dos testes de pH revelaram comportamentos bastante similares
entre a enzima livre e imobilizada, conforme pode ser visto na Figura 21. Na faixa

acida, ambas enzimas t&m comportamento semethante, sendo que em pH 5,0 o
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desempenho da enzima livre é levemente superior ao da imobilizada. Por outro lado,
a imobilizagdo causa um aumento na estabilidade da enzima quando submetida aos
extremos da faixa aicalina. Nesta regido a enzima imobilizada mantém o dobro da
atividade em pH 10 (60%), quando comparada a livre (30%). E possivel que prétons
presentes no polimero sejam mobilizados para o microambiente que cerca a enzima,
minimizando assim as alteragSes estruturais que ela sofreria em decorréncia das
mudang¢as no pH do meio, uma vez qué apods o tratamento com poligiutaraldeido a
polianilina continua dopada, conforme pode ser visto no espectro de infra-vermelho
(Figura 9). Tal habilidade do polimero deixaria de existir na faixa de pH acida, onde
seria necessario acolher prétons vindos do meio.

QOutro aspecto interessante & a ampliagdo e deslacamento do pH 6timo da

enzima imobilizada que passa de pH 8,0 na livre para entre 8,0 e 7,0 na imobilizada.

1240
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% de atividade
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Figura 21 — pH de trabalho para ensaic de atividade de HRP livre e
imobilizada. imobilizagdo com 1,0 mL da HRP (162 UE) e 5,0 mg de PANIG®D. -—-@--

-- PANIG®-HRP ; - HRP livre.
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Em primeiro lugar este ensaio reveiou gue a PANIG@-HRP manteve sua
capacidade de rsagir com todes os substratos testados. Entratanto, sua reatividade
foi bastante diferenciada com relagdo aos sete substratos em questdo, guando
comparada com a enzima livre, de forma que para apenas tras substratos (pirogaiol,
catecol e fenol) a resposta obtida foi igual ou préxima aquela correspondente a

quantidade de enzima imobilizada (Figura 22).

0
5

Pirogalol| e e T e e
Cat=col

w
L=
L 18

% de Featividade
. B ‘]-_

]
o
=
=
3
Q

Hidroquinona |77
O-Uianisidina
Resorcinol 777

Figura 22 - Reatividade Relativa de PANIG®-HRP usando diferentes
substratos. Imobilizagdo com 1,0 mL da HRP (162 UE) e 50 mg de PANIG®.
Absorvancias: pirogalol 420nm, catecol 380nm, fenol 510nm, guaiacol 410nm,

hidroquinona 480nm, o-dianisidina 460nm; resercinol 480nm.
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No caso dos substratos metoxilados (guaiacol e o-dianizadina), a medida da
reatividade da PANIG®-HRP foi severamente comprometida pelo fato do produto da
reac@o adsorver fortemente ao polimero, sendo possivel detectar apenas 12,1% do
produto da reagdo da o-dianisidina e 13,3% do produto da reagiio do guaiacol.
Alguns autores tem relatado a adsorgéo de produtos da reacdo da HRP a suportes.
Weliki et afii (1969), trabalhando com HRP imobilizada em CM-Celuiose, relataram a
adsorgéo do produto da reagéo da enzima com o-dianizidina e benzidina ao suporte,
enquanto Gorton & Ogren (1981), verificaram o mesmo efeito trabalhando com HRP
imobilizada em vidro poroso ativado com glutaraldeido. Por outro lado, da Silva et alli
(1996), relataram a adsorgéo do produto de oxidagdo do pirogalol (purpurogalina) a
microfibras de celulose cobertas com 6xido de titanic contendo HRP imobilizada.

Para os substratos de reagfo lenta, resorcinol e hidroguinona (Thibauit et afi,
1981), a reatividade da enzima imobilizada foi muito baixa no intervalo de tempo
testado, sendo respectivamente 10 e 15% da resposta obtida para o pirogatol. Além
disso, no caso da hidroguinona observamos a formagdo de produto mesmo antes da
reagéo ter sido iniciada pela adigdo de H,0,, levando-nos a considerar algum tipo de
interagdo inespecifica entre o polimero e este substrato.

Rosatto et alli (1999), trabalhando com HRP imobilizada em silica modificada
com Oxido de titanio, observaram também grande variag8o na resposta relativa da

HRP a diferentes substratos fendlicos, sendo que no caso, a melhor resposta foi

obtida usando catecol.
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~Um dos parémetros cinéticos mais importantes a serem determinados é a
constante de Michaelis-Menten (Km) de uma enzima para um determinado substrato.
Por definicdo, Km representa a quantidadé de substrato em que a velocidade da
reagao catalisada é igual &8 metade da velocidade maxima (v = % Vmax), sendo o
relacionamento entre estas grandezas estabelecido pela equagdo de Michaelis-

Menten (Equacgéo 8) (Lehninger, 1995):

= YMax [S] o
¥ r— (Eq.8)

v = velocidade da reagéo,

Vmax = velocidade méaxima alcangada quando a enzima se encontra saturada com o

substrato,

[S] = concentragiio de substrato.

Em termos praticos, Km nos d& a medida inversa da afinidade da enzima por
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um determinado substrato. Evidentemente, a comparag8o entre a afinidade de uma
enzima solUve! e sua contrapartida imobilizada é de grande relevancia quando se
quer avaliar a eficidncia de um processo de imobilizago.

No entanto, a validade mateméatica da equagéo de Michaelis—Menten se apbia
no principio de que a enzima e o substrato sdo soliveis e estdo homogeneam_ente
misturados, 0 que n#Zio ocome em sistemas com enzimas imobilizadas. Uma
variedade de componentes podem estar presentes nestes sistemas, além dos ja
bastante conhecidos efeitos de difusio e particio, os quais podem interferir nas
medidas de Km, de forma que a constante de Michaelis determinada para enzimas
imobilizadas é necessariamente uma medida aparente (Kmyp) @ deve ser distinguida
daquela normaimente determinada para a enzima livre (Zaborski, 1974; Trevan,
1980; Cheetan, 1986).

Os resultados obtidos nos testes de determinac&io de Km usando pirogalol
como substrato sdo mostrados na Figura 23. A relacéo entre a velocidade de reagdo
(formacgéio de purpurogalina) e concentracdo de substrato para ambas as formas da
enzima descreve uma hipérbole quadratica tipica, com as curvas de enzima livre e

imobilizada praticamente superpostas. O valor estimado de Km para enzima iivre e

imobilizada esté demonstrado na Tabela 16 .
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Figura 23 - Relag8o entre concentragio de pirogalol e velocidade de reacio.

imobilizagdo com 2,0 mg de PANIGD e 400uL de HRP (solucdo contendo 162 UE
mL™"). Concentragsio de pirogalol variando de 9,0x10*mol L' 22,5x 102 mol L™ --

-—- PANIGO®-HRP; --—@-—-HRP iivre.

Tabela 16 — Valor estimado de Km e Kmap

Enzima Km e Km,,
HRP 6,67 x10°molL” £ 8x 105
PANIGO-HRP 707 x 1% mol L7 £ 2% 165

Como pode ser 'observado, 0s valores obtidos estdo muito préximos, nos
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sendo permitido considera-ios iguais, levando-se em conta os erros experimentais. E
importante relembrar, no entanto, que tais medidas foram feitas em pH 6,0, portanto
fora do pH dotimo para a enzima livre, que deve entdc apresentar meihor
desempenho em pH 8,0. Por outro lado, nas condigdes experimentais, &
extremamente interessante o fato de que, apesar das restricdes ac movimento
causadas pela imobilizagdo, bem como a provavel presenga de um ou mais fatores
interferentes sobre o desempenhc da enzima imobilizada ja@ citados, esta
aparentemente manteve sua afinidade quase inalterada para esse substrato. Este
resultado nos permite afirmar que a PANIG® é um suporte bastante adequado para

imobilizagdo de HRP, uma vez que preenche o requisito de causar minima infludncia

sobre a afinidade dessa enzima pelo substrato testado.

A termoestabilidade da HRP livre é bem conhecida, sendo a resisténcia a
desnaturagio térmica associada A sua estrutura tercidria caracteristica que resulta
em uma aita capacidade de renaturagdo (Hemeda & Klein, 1991), bem como a

presenca de uma fragio termoestavel, particularmente em preparagbes comerciais
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(Weng et alii, 1991). Alguns autores (Yemenicioglu et afi, 1998) relatam que a
desnaturagdo térmica de HRP ocorre de modo bifasico, visto que em preparagdes
comerciais ha uma muiltiplicidade de isoenzimas com termoestabilidades variadas,
sendo que algumas delas apresentam alta estabilidade térmica. Os resultados
obtidos neste teste (Figura 24) confirmam estas propriedades da enzima livre e
imobilizada, uma vez que as curvas de desnaturagio térmica de ambas as formas da _
enzima sdo bastante similares. H4, no entanto, uma leve superioridade no
desempenho da enzima imobilizada, conforme pode ser observade na Figura 22.
Para explicar essa superioridade de desempenho devemos considerar ndo apenas
uma, mas algumas hipéteses.

Uma das hipéteses mais recorrentes levantadas para explicar o aumento
aparente na estabilidade térmica de preparagfes de enzimas imobilizadas é a que
prop8e que a ligagdo da enzima ao suporte se dé através de ligagdo covalente em |
multiplos pontos, o que confere & enzima uma ancora a qual a estrutura ficaria presa
através de ligagbes fortes, capazes de resistir e estabilizar a estrutura terciaria frente
a processos desnaturantes, tais como 0 aquecimento (Messing, 1975).

E preciso, no entanto, considerar outros aspecios envolvidos no processo de
imobilizagdo que podem atuar de modo sinergistico com a estabilizag3o por ligagéo
em multiplos pontos. Em primeiro lugar, devemos considerar o fato de que
preparagdes enzimaticas muito diluidas sdo altamente instéveis. Uma das
consequéncias da imobilizagdo é o aumento na densidade de moléculas de enzima

na superficie da particula de suporte, que passa entdo a se comportar como uma
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solucéo concentrada, podendo ter como resultado um aumentc na estabilidade da
preparagao enziniética. QOutro efeito observadc em preparagSes de enzimas
imobilizadas é o chamado efeito Zulu. Neste caso, moiéculas de enzima dispostas no
interior da particuia ndo conseguem atuar sobre o substrato, uma vez que moléculas
superﬁéiais fazem a catdlise em velocidade maior do que a que seria necessaria para
difuséo do substrato até o interior da particula, e portanto néo s&o contabilizadas no
processo de imebilizagdo. No entanto, 8 medida que as moléculas de enzima da
superficie sofrem desnaturagdo, aquelas do interior assumem seu lugar, ndo sendo
entdo possivel detectar declinio na atividade da preparagdo enzimatica. (Trevan,
1980). Embora bastante comum, o efeito Zulu ndo se aplica neste caso, uma vez que

100% das enzimas imobilizadas foram contabilizadas e mantiveram sua atividade.
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Figura 24 - Termoestabilidade de HRP livre e imobilizada a 55°C..
Imobilizagdo com 1,0 mL da HRP (162 UE) e 5,0 mg de PANIGD. ——@--- UE em
PANIG®-HRP ; ----M-—-- {JE livre,
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A estabilidade de sistemas contendo enzimas imobilizadas varia
consideraveimente em fungéio do método usado para imobilizag&o, assim como pelas
condigdes - utilizadas para o armazenamento. Na Tabeia 10 estio relacionados
alguns resultados de estabilidade durante o armazenamento de HRP imobilizadas

em diferentes suportes. Como pode ser observado, ha uma alta variabilidade na
estabilidade dos sistemas, que v&o desde 5 dias até 6 meses.

Tabela 17 - Estabilidade ao armazenamento da HRP imobilizada em varios

suportes.
Suporte Tempo | Temperatura| Meio Referéncia
(dias) (°C)
Silica ~diazotizada 180 4 tamp&o |Olson & Ogren,
1983
FMP-Fractogel 60 4 tampéo Narinesing,
1991
Montmorilionite, Kaolinite / 120 4 tampéo Gianfreda e
_glutaraideido, solos Bollag, 1994
Ml 5 ambiente tamp&o | Chaga 1994
CPG 21 4 tampédo Pandey &
silanizada/glutaraldeido Weetall, 1995
Aprisionamento em 16 -18°C seco |  Coche-
Polipirrol Guerrente ef
) alli, 1995
Aminopropil/silica/ 45 5 tampdo | Raba, 1995
glutaraldeido
Grafite/TCNQ 30 4 tampéo Pandey &
Weetall, 1995
Aprisionamento em RSF- 30 4 seco Liu, 1896
PVA
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Na Tabela 18 sdo mostradas as porcentagens de atividade enzimatica
remanescentes apds armazenamento do sistema PANIG®-HRP e da enzima livre
nas condigbes discriminadas. O uso de cloreto de cdlcio ndc resultou em melhora na
- estabilidade da enzima durante o armazenamento.

Apos armazenamento a seco por 24 h, o sistema PANIG®-HRP foi submetido
a reidratagéb em agua deionizada por intervalo de tempo que variou de 1 a 15 dias,

sendo que o maximo de atividade recuperada foi cerca de 20% da atividade inicial

apbs 15 dias.

Tabela 18 — Estabilidade da HRP livre e imobilizada (PANIGD-HRP) em

diferentes condi¢cdes de armazenamento.

Forma Armazenamento

Enzimética Tampéo Seco

Temperatura Geladeira Temperatura Liofilizada
ambiente ambiente

HRP livre Inativa 44% ativa Inativa Ativa

(apbs 5 dias) | (apds 70 dias) (tempo indet.)
PANIG®-HRP 50% ativa 100% ativa Inativa Inativa

(apés 70 dias) | (apds 70 dias)

Comparativamente, o sistema PANIG®-HRP encontra-se entre aqueles

sistemas de estabilidade média a alta, sendo que através de corregdes, podemos

estender seu uso por mais tempo.
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4:7.3 - Ensaio de Atividade Enzimética Usando Diferentes Solventes
Orgénicos EREE B

A estabilidade da HRP frente a alguns solventes organicos tem sido reportada
(Thibault et alii, 1981; Ryu & Dordick, 1992), sendo esta uma caracteristica bastante
peculiar desta enzima. (Figura 25)

Os testes de estabilidade frente ao etanol e acetona demonstraram um
comportamento diferenciado entre as duas formas enzimaticas, em funcédo da
concentracéo destes solventes. Em baixas concentragGes (abaixo de 10%), quando
a camada de solvatagdo ainda ndo sofre alteragbes significativas, as duas formas
apresentam comportamento bastante similares. No entanto, & medida que a
concentracdo dos solventes vai aumentando, observa-se umé maior estabilidade da
enzima imobilizada. Provaveimente esse efeito se deva a capacidade do polimero
em manter-se hidratado e, portanto, ao microambiente enzimatico, frente aos
solventes testados.

No que se refere a acetonitrila, a estabilidade da PANIG®-HRP é
relativamente menor comparada aos outros dois soiventes, embora ainda se mostre
levemente superior aquela apresentada pela enzima livre. Tatsuma ef alii (1996) e
Guo & Dong (1997) relatam comportamentos simitares para essa enzima imobilizada

respectivamente em politiofeno e organohidrogel em presenca de acetonitrila.

T
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Figura 25 - Estabilidade em presenga de solventes organicos (20%). M HRP
livre; ® PANIGD-HRP.

O sistema PANIG@®-HRP mostrou grande sensibilidade para asse substrato.
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Na Figura 26 estdo mostradas injecdes em triplicata no sistema 2 como pode ser
observado, hd uma excelente reprodutibilidade de resposta sm todas as
concentracdes examinadas. A média das absorvancias am fungdo das
concentracGes de pirogalol ravelaram que, em condigdes de resator, o sistama opera
am cinética Michaeliana, sendo que em concentragdes superiores a 81,2 umol L
observamos o afeito de saturacdo da enzima 2 o sistema oassa a operar em

velocidade maxima (Figura 27).
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Figura 26 — Resposta espectrofotométrica para as injecées de substrato no
mini-reator. Mini-reator preenchido com 15 mg PANIG@-HRP de vazdo = 3,0 mL

min”'; injecdes de 100 L. Concentracéo de H,0, fixa em 0,05 mol L™
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Figura 27 - Formacdo de produto em fungéo da variagédo da concentragado de
pirogalol. Mini-reator preenchido com 15 mg de PANIG@®-HRP; vazéo = 3,0 mL h*;

injegdes de 100 uL. Concentragio de pirogalol variando de 0,634 umol a 162,4 umol.
Concentragdo de H;0, fixa em 0,05 moi L™.

Na determinacdo da faixa linear de operagéo obtivemos como limite inferior de
detecgdo a concentragdo de 1,3 umol L™ e como limite superior avafiado 10,1 pmol
L?. £ importante salientar que essa faixa pode ser estendida para 'uma faixa

dinamica com limite superior de 40,6 ymol L™, e que o limite inferior de detecgdo esta
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circunscrito pelas limitagSes da aparelhagem utilizada (Figura 28).

Lo
5,
(=}

i

Absoivéricia 420nm

o
&

o
_B

o
8

o
3

g

1 i ] 1 i i i 4 !

2 P 6 8 10
Concentracdo de Pirogalol mmol L

Figura 28 — Faixa linear de detecgdo do sistema de injecdo em fluxo. Limite

inferior de detecgdio = 1,3 pmol; Limite superior de detecgdo avaliado = 10,2 umol

(r = 0.9987). Mini-reator preenchide com 15 mg PANIG®-HRP de vazéo = 3,0 mL

min™'; injegdes de 100 WL. Concentracdo de H.0. fixa em 0,05 mol L™ )
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4.9.1 - Determinagdo de H:0;

A determinagéo do teor de H.O, &€ muito importante, uma vez que este
composto é largamente utilizado em processos industriais na area de alimentos,
industria téxtil e de tingimento, onde atua como agente oxidante, no branqueamento
e esterilizagio (Aizawa et alii, 1974). Neste sentido, era nosso interesse verificar a
capacidade de detecg¢ao do reator de PANIG®-HRP para este composto.

Nas condigdes do reator a faixa operacional linear para o H20: ficou
estabelecida entre 3,3 a 163,3 mmol L, respectivamente, como limites inferior e
superior de detecgédo (Figura 29). Em concentragdes superiores a 244,8 mmol L
observamos o efeitoc de inibicdo sobre a HRP. Semelhante ao ocorrido com ©
substrato pirogalol, o limite inferior é limitado pelos equipa/me—ntos utitizados.

Tatsuma et ali (1992) e Wollenberger et alii (1990), trabalhando com sensores
amperométricos para detecclio de peréxido de hidrogénio, relataram como limite
inferior 10°® mol L. Por outro lado, Yang & Mu (1997), trabalhando com um eletrodo
de HRP imobilizada em polianinilina, relataram como limite inferior 10° mol L.
Comparado a estes trabaihos, nosso reator reveiou excelente desempenho, com

limite de detecgo em 10 mot L™, superior em desempenho ao eletrodo descrito por

Yang & Mu (1997) (Figura 30).
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Figura 29 — Determinagao da Concentragdo de H20.. Mini-reator preenchido
com 15 mg de PANIG®-HRP; vazdo = 3,0 mL h™; injecbes de 100uL. Concentragdo
de H0; variando de 3,3 pmol L™ a 326,5 pmol L™'. Concentraggo de pirogalol fixa em

0,013 mot L™,
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Figura 30 — Faixa linear de detecgBo do sistema de injecdo em fluxo para

H202, (3,3 a 163,3 umol L™). Mini-reator preenchido com 15 mg de PANIG®-HRP:

| vazad =3,0 mL.h™; injegBes de 100uL (r = 0,998). Concentragéo de pirogalol fixa em
- 0,013 mol L. |
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* As rotas de sintese propostas foram adequadas para a obtengéo de polimeros da

familia das polianilinas com as caracteristicas desejadas.

* A obtencéo de ligagio quimica entre as polianilinas e a enzima ocorre quando os
polimeros sdo ativados com uso de poliglutaraldeido. Na auséncia de ativagdo

ocorre somente a adsorcdo reversivel da enzima e sua consequente retirada

)

e A andlise da capacidade de retengdo de peroxidase nos polimeros estudados,

durante os processos de lavagem.

reveiou que o parametro que apresentou maior efeito sobre a imobilizagdo foi o
grau de oxidagdo. Os polimeros com grau de oxidagdo intermediario
apresentaram maior capacidade de imobilizagéo, independente da rota de sintese
utilizada. Os polimeros que apresentaram menor capacidade de imobilizagéo

foram aqueles cujo estado de oxidagsio se encontrava deslocado aos extremos de

oxidagéo ou reducio.
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* Obtém-se um rendimento de 25% de enzima imobilizada (8,2 UE mg' de
PANIG®), quando as condigbes experimentais foram: temperatura de 4°C; duas
horas de agitagdo: em meio tamponado com fosfato de sbdio 0,1 mol L, pH 6,0;
com uma razéo de 2,0 ug de enzima ofertada para cada mg de polimero.

o A eficiéncia da imobilizagdio alcangou a casa dos 100%, uma vez que toda

enzima imobilizada reteve sua atividade catalitica.

* A imobilizagdio de peroxidase em PANIG® resultou em aumento na estabilidade

térmica da enzima, bem como ampliac&o da faixa térmica operacional.

* A imobilizagio resultou em alteragdo no pH de trabalho da peroxidase, que

passou a exibir um 6timo na faixa entre 6,0 e 7,0.

e Apds imobilizac}éo a enzima manteve a capacidade de reconhecer seus
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substratos, apresentando, contudo, reatividade diferente da enzima livre, frente a

quatro dos sete substratos testados.

o Com relagdo ao substrato pirogalol, as medidas de constante de Michaellis-
Menten (Km e Kmy,) revelaram que a imobilizag&o causou minima interferéncia

sobre a afinidade da enzima por esse substrato.

¢ Dos pardmetros de establlidade .

e Apés imobilizagdo a enzima adquire maior estabilidade em solugdo, sendo
méxima quando o armazenamento da enzima imobilizada é feito a 4°C, em
solugdo tampao fosfato de sodio 0,1 mol L', pH 6,0. Neste caso o sistema
PANIG®-HRP mantém-se 100% ativo apés 70 dias.

» O processo de imobilizagio confere maior estabilidade para a enzima imobilizada

frente aos solventes etanol, acetona e acetonitrila, em concentragdes superiores

a 10%.

108




Imobilizacdo de MHorseradish Peroxidase em Diferentes Polianilinas: Aplicagbes Analiticas

O sistema PANIG®-HRP é adequado para montagem de mini-reator de leito

preenchido, sendo capaz de suportar vazio de 3,0 mL mim™.

O mini-reator mostrou excelente reprodutibilidade nas respostas frente & variagéo

na concentracao dos substratos testados.

A faixa linear de operacéo do mini-reator para o substrato pirogalol ficou

estabelecida entre 1,3 e 10,1 umol L™, com um coeficiente de linearidade de
0,9987.

O mini-reator mostrou-se bastante eficaz na-détecgio analitica de peréxido de
hidrogénio, sendo a faixa linear operacional estabelecida entre 3,3 e 163,3 mmol

L™, com um coeficiente de linearidade de 0,998.

A estabilidade do sistema PANIG®-HRP também ficou estabelecida nas
condigbes do mini-reator, sendo possivel a reutilizacdo da resina-enzima por

1500 anélises (injegBes) sem variagio na atividade enzimética.
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- 6. PERSPECTIVAS

Os estudos desenvolvidos ao longo desses anos, com o sistema PANIG@-
HRP, nos abriram perspectivas para novas aplicagbes desse sistema, bem como
despertaram nossa curiosidade com relagéo as propriedades desse polimero como
suporte para imobilizacio de outras enzimas. Déntre as possibilidades de expanséo

futura deste estudo, destacamos as seguintes:

e Usar o polimero ativado (PANIG®) para imobilizagdo de peroxidases de outras
fontes vegetais, particularmente de plantas de cerrado, e a comparagdo do
desempenho do novo sistema PANIG@-enziﬁé/com o sistema aqui descrito.
Neste aspecto, a busca por enzimas que tenham caracteristicas diferentes da
HRP & extremamente interessante, uma vez que tais enzimas podem nos dar

uma visdo do desempenho do sistema em condighes diferentes das aqui

testadas.

¢ Ainda com relagio ao polimero, testar o desempenho de outros representantes

da familia das ' polianilinas, particularmente  aquelas  sintetizadas
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eletroquimicamente, assim como compoésitos de polianilina e outros polimeros,
tais como o poli(etilenotereftalato), poii(estirenc), poli(amida), poli(vinildicool) e

poli(cloreto de vinila).

* No sistema PANIG®, imobilizar outras enzimas com caracteristicas de pH 6timo

na faixa &cida e alcalina como, por exemplo, proteases tipo pepsina ou tripsina.

* Expandir o leque de atuagso do sistema, no campo das aplicagdes clinicas, para
outros conjuntos de enzimas, tais como coiesterol oxidase, xantina oxidase, entre

outras.

o Co-imobilizar as enzimas do sistema oxi-redutases como, por exemplo, a glicose

oxidase e peroxidase.

¢ Utillizar o sistema PANIG®-HRP na construcdo de eletrodos para detecgio
eletroquimica de compostos de interesse, bem como avaliar o desempenho do

sistema em fung&io da corrente aplicada.
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