UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA QUIMICA

MARYLANE DE SOUSA

OBTENCAO DE UM CATALISADOR INSOLUVEL PARA A PRODUCAO DE D-
TAGATOSE POR L-ARABINOSE ISOMERASE

FORTALEZA - CE
2015



MARYLANE DE SOUSA

OBTENCAO DE UM CATALISADOR INSOLUVEL PARA A PRODUCAO DE D-
TAGATOSE POR L-ARABINOSE ISOMERASE

Tese apresentada ao Doutorado em Engenharia
Quimica do Curso de Poés-Graduacdo em
Engenharia Quimica, da Universidade Federal
do Ceara, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em Engenharia
Quimica.

Orientacdo: Prof?. Dra. Luciana Rocha Barros Gongalves
Co-orientacdo: Dr. Benevides Costa C. Pessela Jodo

FORTALEZA - CE
2015



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de P6s-Graduagdo em Engenharia - BPGE

S6970 Sousa, Marylane de.
Obtengdo de um catalisador insoltvel para a produgdo de D-Tagatose por L-Arabinose
Isomerase / Marylane de Sousa. — 2015.
139 f. : il. color. enc. ; 30 cm.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Tecnologia, Departamento de
Engenharia Quimica, Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia Quimica, Fortaleza, 2015.

Area de Concentrag&o: Desenvolvimento de Processos Quimicos e Biogquimicos.

Orientacdo: Profa. Dra. Luciana Rocha Barros Gongalves.

Coorientacdo: Prof. Dr. Jodo Benevides Costa C. Pessela.

1. Engenharia quimica. 2. Imobilizagdo. I. Titulo.

CDD 660




MARYLANE DE SOUSA

OBTENCAO DE UM CATALISADOR INSOLUVEL PARA A PRODUCAO DE D-
TAGATOSE POR L-ARABINOSE ISOMERASE

Tese apresentada ao Doutorado em Engenharia
Quimica do Curso de Poés-Graduagdo em
Engenharia Quimica, da Universidade Federal
do Ceara, como parte dos requisitos para
obtengdo do titulo de Doutor em Engenharia
Quimica.

Em: 04/05/2015
BANCA EXAMINADORA

},d,u “ va‘/l(A/s( , oL~¢3

Prof*Dra. Luciana Rocha Barros Gong,a]veq (Onentddord)
Umversxdade chcral cfo Ceara - UFC

<C\C(/uvx\/ L Lw/w\ f Lwtu/\a\%q WA oD

\ Prof* Dra. Raquel de L. C. CnordgLo %
Universidade Federal de Sao‘ Carlos - UFSCar

Prof® I\)}/a Sueli Rodrigues
Universidade Federal do Ceara — UFC

cele O JIMenctleo

Dra. Jocélia Mendes
Umversndadc Federal do C eara — UFC

A/

’-—“ = [ L"/,'. /. ‘\.’4” / /Y -A’ )i ,/ ;I 4‘ "j/ "’.' i L Z A

- T ETAS

Prof* Dra Maria Cristiane Martins de Souza
Umversidade da Integracio Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira —-UNILAB



AGRADECIMENTOS

Esta tese de doutorado foi o culminar de quatro anos de estudo arduo. Apos a
passagem por diversas dificuldades, principalmente com a enzima, eu posso dizer que agora
estou satisfeita com o resultado final, pois s6 em ter resultados quantitativos da enzima de
interesse, fico orgulhosa, pois a partir daqui, agora podemos fazer diversos estudos com esta
enzima. Agradeco a Deus por ter me dado muita forga para ter continuado com meus ideais.

Quero agradecer o grande e incondicional apoio dos meus pais, Angela Meirice de
Souza e José Dornelis de Sousa. A minha irmd Mary Elen de Sousa pela paciéncia e pela
admiragéo.

A Profa. Dra. Luciana Rocha Barros Gongalves, pela qual tenho profundo respeito
e admiracdo, agradeco pelas oportunidades que tem me proporcionado, pela colaboracéo,
paciéncia e conhecimentos repassados para 0 meu desenvolvimento pessoal e deste trabalho.

Ao Dr. Benevides Costa Chitunda Pessela Jodo, pela oportunidade e por toda
ajuda durante os seis meses finais deste trabalho, cuja exceléncia profissional conferiu
prestigio e valor inestimaveis, foi 0 momento chave para a realizacdo de boa parte da minha
tese, agradeco pelo enriquecimento pessoal e profissional.

Ao Dr. José Luis Garcia, do Departamento de Biologia Molecular do Centro de
Investigaciones Bioldgicas (CIB), Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) de
Madrid, meus sinceros agradecimentos e minha profunda admiracéo.

Ao Dr. Enrique J. Mammarella e Ricardo Manzo, da Universidad Nacional del
Litoral-Argentina, pela parceria, pelo apoio durante esta tese e pela amizade.

Ao GPbio, um obrigada a todos 0s integrantes que comp®de o grupo, em especial
as minhas amigas Anne Kamilly, Camilla Salviano, Jessyca Aline, Ticiane Cavalcante,
sempre presentes que me apoiaram bastante, a Maria Cristiane por todo apoio dado no inicio
desta pesquisa, ao Cleiton, por toda ajuda em Madrid.

A Universidade Federal do Ceara e a Universidade Autdbnoma de Madrid pela
infra- estrutura e oportunidade concedida para a realizacdo de um ensino de qualidade.

Enfim, a todos os professores, funcionarios, amigos e colegas do Departamento de
Engenharia de Alimentos, Engenharia Quimica, Universidad Autonoma de Madrid, que direta

ou indiretamente contribuiram para a concretizagéo deste trabalho.



RESUMO

Dentro das possibilidades terapéuticas atuais para o tratamento de pacientes com problemas
congénitos de metabolismo, a dieta constitui o pilar mais importante e a D-tagatose tem
atraido uma grande atengdo nos Ultimos anos devido a seus beneficios a saide humana, bem
como a semelhanca de suas propriedades com a sacarose. Dentre as suas muitas aplicacdes,
ressalta-se o potencial em auxiliar no controle de peso, uma preocupacao crescente no Brasil,
uma vez que a obesidade cresce a ritmos alarmantes. No entanto, a L-arabinose isomerase,
enzima que catalisa isomerizacdo de D-galactose em D-tagatose, ainda ndo estd disponivel
comercialmente e, portanto, estudos visando a obtencdo deste biocatalisador se fazem
necessarios de maneira a viabilizar a implantacdo do processo industrial. Portanto neste
trabalho, estudou-se a obtencdo da enzima L-arabinose isomerase utilizando uma cepa de
Enterococcus faecium. A enzima produzida por fermentagdo foi caracterizada e imobilizada
em suportes a base de quitosana. Os resultados de estabilidade térmica, operacional e de
estocagem obtidos para a enzima imobilizada covalentemente sobre quitosana em meio
alcalino (pH 10), confirmou a importancia do controle do pH durante a imobilizacdo, uma vez
que a formacdo de uniBes multipontuais é favorecida quando comparado ao pH 7,0. No
entanto, baixas concentracGes de proteina eram obtidas na etapa de fermentacédo, portanto,
estudou-se a producdo da enzima L-Al de forma heter6loga em Escherichia coli. As proteinas
recombinantes expressas foram purificadas por cromatografia de afinidade em uma unica
etapa, e visualizadas em SDS-PAGE. O sucesso na constru¢do do gene e na clonagem em
vetores de expressao em E. coli resultou em quantidade satisfatoria de expressao das proteinas
recombinantes, pois apresentaram-se na forma soltvel, facilmente purificadas e ativas,
permitindo suas caracterizacGes. Por ultracentrifugacdo analitica foi possivel descobrir que a
enzima L-Al recombinante tem uma tendéncia para formacdo de estruturas com maior
tamanho (oligbmeros). A seguir, suportes multifuncionais foram preparados para a
imobilizacdo da L-Al e observou-se uma rapida imobilizacdo, apresentando um elevado
rendimento de imobilizacdo, superior a 75%. Devido a baixa estabilidade térmica dos
derivados, estudos futuros serdo necessarios para a estabilizacdo da estrutura quaternéria desta

enzima.

Palavras-chave: D-tagatose, L-arabinose isomerase, D-galactose, Imobilizagéo



ABSTRACT

Within the current therapeutic options for treatment of patients with congenital metabolic
problems, diet is the most important pillar and D-tagatose has attracted great attention in
recent years because of its benefits to human health and due to its similarities with sucrose.
Among its many applications, it emphasizes the potential to assist in weight management, a
growing concern in Brazil, since obesity is growing at alarming rates. However, L-arabinose
isomerase, the enzyme that catalyses the isomerization of D-galactose into D-tagatose, is not
yet commercially available and therefore studies in order to obtain this biocatalyst are
necessary in order to enable the implementation of the industrial process. Therefore, in this
work, the production of L-arabinose isomerase by Enterococcus faecium was investigated.
The produced enzyme was characterized and immobilized onto chitosan. Results of thermal,
operational stability and self-life obtained by using L-Al, covalently immobilized onto
chitosan in an alkaline medium (pH 10), confirmed the importance of the pH during
immobilization, since multipunctuality is favored compared to pH 7.0. Nevertheless, enzyme
concentration after fermentation was low and, therefore, we have studied the production of
heterologous enzyme in Escherichia coli. The expressed recombinant proteins were purified
by affinity chromatography by a single step, and displayed as a single band on SDS-PAGE.
The successful construction of the gene and cloning into expression vectors in E. coli resulted
in higher amount of the recombinant proteins, which are soluble, easily purified and active,
allowing their characterization. Through analytical ultracentrifugation, it was possible to find
that the recombinant L-Al has a tendency to form larger structures (oligomers).
Multifunctional supports were prepared to L-Al immobilization, allowing achieving high
yields (more than 75%) at short contact times. Due to the low thermal stability of the

immobilized enzyme, future studies will be needed to stabilize its quaternary structure.

Keywords: D-tagatose, L-arabinose isomerase, D-galactose, Immobilization
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1. INTRODUCAO

Dentro das possibilidades terapéuticas atuais para o tratamento de pacientes com
problemas congénitos de metabolismo, a dieta constitui o pilar mais importante. Existe uma
variedade diversificada de adocantes, que tém sido desenvolvidos com reduzida caloria para
substituir o agucar (sacarose) em alimentos. No entanto, ainda néo foi produzido um adogante
que seja ideal, com propriedades similares as da sacarose, em termos de dogura, sabor, cor e
odor. Um dos candidatos promissores ¢ a D-tagatose, uma cetohexose natural, classificada
como GRAS - Generally Recognized as Safe, uma substancia reconhecida como segura
(Hong et al., 2007). A D-tagatose tem grande potencial para uso como um substituto do
acucar (sacarose) em alimentos, de sabor e propriedades edulcorantes semelhantes, com
menor valor calérico, uma vez que é pouco degradada pelo corpo humano tornando-o um
agente anti-hiperglicemiante, possui potenciais aplicacbes em muitos produtos em que a
sacarose € utilizada, por exemplo, em doces, sorvetes, refrigerantes (Hong et al., 2007; Levin
et al., 1995; Livesey e Brown, 1996; Mazur, 1989). No entanto, devido ao seu custo, 0 uso
deste acucar é limitado.

Ha relatos da producdo de D-tagatose desenvolvida comercialmente por Arla
Foods, uma empresa dinamarquesa, que apostou no mercado do adogante funcional, que nao
tem efeito glicémico, aprovado para venda nos EUA e é esperado para ser aprovado em outros
mercados também, obtido através de processo quimico (Beadle et al., 1992; Arla Foods,
2003). No método quimico, a D-tagatose é produzida a partir de D-galactose utilizando um
catalisador de célcio, porém este processo quimico tem algumas desvantagens, tais como:
complexas etapas de purificacdo, a separacdo do produto é a base de &cido, formacdo de
residuos quimicos e formacao de subprodutos (Cheetham e Wootton, 1993), logo um processo
bioldgico é preferivel por razdes ambientais.

Assim, a producdo bioquimica de D-tagatose a partir de D-galactose usando L-
arabinose isomerase (L-Al) tem sido estudada intensivamente nos Gltimos anos (Torres et al.,
2014; Men et al., 2014; Hung et al., 2014). A biotransformacao, através da sintese enzimatica,
é cada vez mais interessante como um processo industrial (Goncgalves et al., 2000) e tem
algumas vantagens sobre o processo quimico, como condigGes reacionais brandas, auséncia de
subprodutos, auséncia de sal na agua residual e possibilidade de recirculacdo, durante a
purificacdo, da D-galactose ndo reagida. Entre os biocatalisadores, a enzima L-arabinose

isomerase, que catalisa a conversdo de D-galactose para D-tagatose, tem sido a mais estudada
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devido a viabilidade industrial deste bioprocesso, uma vez que utiliza galactose como
substrato (Oh, 2007; Zang et al., 2009; Torres et al., 2014; Prabhu et al., 2008; Zhang et al.,
2009; Rhimi et al., 2010; Liang et al., 2012). Segundo Liang et al., 2012, a reacdo de
conversdo atinge um equilibrio em aproximadamente 20 h de reacdo enzimatica, obtendo 198
mM (35,6 g.L™) de D-tagatose, 0 que corresponde a um rendimento de 39,5%, a partir de 500
mM de soluco de D-galactose (90 g.L™).

No entanto, a rota enzimatica ainda apresenta gargalos que precisam ser vencidos,
como por exemplo, a baixa concentracdo de proteina na etapa de fermentacdo usando cepas
nativas (Lima et al., 2013; Brigida et al., 2014), baixa produtividade na reacdo de
isomerizacdo (rendimento de converséo) e reduzida termoestabilidade da enzima (Lee et al.,
2004; 2005a; b). Segundo Rodrigues (2009), as enzimas ndo sdo plenamente utilizadas em
escala industrial devido a instabilidade de suas estruturas ocasionada, principalmente, pela
crescente utilizacdo desses biocatalisadores em aplicacGes em condi¢fes desnaturantes (pH e
temperaturas extremas, forte agitacdo e presenca de solventes organicos). Neste contexto,
buscou-se abordar alguns destes aspectos. Inicialmente, estudou-se a imobilizagdo da enzima
nativa de Enterococcus faecium em suportes a base de quitosana. Posteriormente, realizou-se
uma clonagem que permitiu expressar, em Escherichia coli, o gene que codifica a enzima L-
Al, fusionada a seis residuos de histidina nas extremidades amino e carboxi terminal, o que
facilitou a purificagdo por técnicas de cromatografia de afinidade, com resinas de agarose
combinadas com metal. A seguir, a L-Al recombinante foi imobilizada em suportes
multifuncionais a base de agarose, para a producdo de D-tagatose. Com a imobilizacdo é
possivel o reuso de enzimas caras, facilita o processo de separacdo, como também, pode
melhorar a estabilidade e a atividade da enzima imobilizada (Villeneuve et al., 2000).

A partir deste estudo, busca-se a obtencdo de um biocatalisador (L-Al) que possa
ser usado na producdo de D-Tagatose por rota enzimatica, a partir da isomeriza¢do da D-
galactose utilizando a L-arabinose isomerase. Inicialmente, avaliaram-se as caracteristicas da
enzima nativa na forma solGvel e imobilizada em quitosana, tais como: massa molar,
atividade enzimatica, bem como capacidade catalitica de conversdo de D-galactose em
produto. Em seguida, foi realizada a expressdo da enzima em E. coli e avaliou-se a enzima

recombinante (na forma livre e imobilizada em agarose).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo trata de uma breve teoria sobre propriedades enzimaticas, com foco
sobre a enzima de interesse (L-arabinose isomerase) seguida por sua caracterizagdo,
comparacdo entre a isomerizacdo quimica e a enzimatica, propriedades, aplicacbes e
processos biotecnoldgicos do produto (D-tagatose). Finalizando, serdo apresentadas as
caracteristicas importantes dos suportes e imobilizacéo.

2.1. Principios da quimica verde

H& uma necessidade de preservacdo do meio ambiente, utilizando praticas menos
agressivas, reducdo de residuos e utilizacdo de matérias-primas de fontes renovaveis. A
biocatalise ¢ uma tecnologia que se tornou uma parte central da quimica verde, pois as
enzimas sdo de alta especificidade, biodegradaveis, em prol do desenvolvimento sustentavel
(Chen e Kazlauskas et al., 2011).

Quimica verde, quimica ambiental ou quimica para o desenvolvimento sustentavel
tem como objetivo final conduzir as acgdes cientificas e/ou processos industriais
ecologicamente corretos. Os processos enzimaticos podem ser inseridos nos principios
(prevencdo, sitese de produtos menos perigosos, desenhos de produtos seguros, etc) da
quimica verde, visto que as enzimas sdo biocatalisadores seguros, sdo altamente seletivas, que
possibilitam condicdes brandas de operacao, reduzindo a demanda energética do processo, sdo
seguros, de baixa ou nenhuma toxicidade e vastamente aplicados na utilizacdo de fontes
renovaveis de matérias-primas (Quimica Verde no Brasil 2010-2030, 2010).

2.2. Caracterizacdo da L-arabinose isomerase

As isomerases sdo cada vez mais importantes na sintese comercial de aglcares
raros (Zhang et al., 2009). A maioria das L-arabinose isomerases sdo metaloproteinas
envolvendo uma concentraco relativamente alta (1 a 5 mM) de fons metalicos, Mn*", Co?,
Mg®*, Ba?*, sendo o Mn?* o metal que possui um maior efeito sobre a producdo de D-tagatose
sequido do Co**, visto através da atividade e estabilidade térmica (Jung et al., 2005; Rhimi e
Bejar, 2006; Manzo et al., 2012). Desta forma, os cofatores mais comuns para a enzima L-Al
tem sido Mn?* e Co®* (Tabela 2.1).



23

Capitulo 2: Revisao Bibliogréfica SOUSA, M.

A L-arabinose isomerase converte a galactose em tagatose, assim como arabinose
em ribulose, devido os substratos possuirem configuracdes semelhantes (Oh, 2007). A L-
arabinose isomerase (L-Al) é uma enzima intracelular que catalisa a isomerizacdo reversivel
de L-arabinose para L-ribulose, que sdo agUcares via pentoses-fosfato convertendo arabinose
em ribulose, in vivo. Esta enzima também € conhecida como, D-galactose isomerase, devido a
sua capacidade de isomerizar D-galactose em D-tagatose, in vitro. (Cheetham and
Wootton,1993; Roh et al., 2000a), Figura 2.1.

(H

H

CH,OH

H (OH H H

L-Arabinose L-Ribulose

CH,OH

CH,OH CH,OH

0}

0OH Ol
H OH

H OH H H

D-Galactose D-Tagatose

Figura 2.1. O primeiro passo intracelular do catabolismo da L-arabinose in vivo e a

bioconversdo de D-galactose em D-tagatose in vitro. Fonte: Kim, 2004,

A L-arabinose isomerase ainda ndo esta disponivel comercialmente e, portanto,
estudos visando a obtencdo deste biocatalisador se fazem necessarios de maneira a viabilizar a
implantacdo do processo industrial. Diferentes micro-organismos sdo descritos na literatura
como produtores de L-arabinose isomerase, dentre 0s quais destacamos cepas de
Lactobacillus (Xu et al., 2011; Rhimi et al., 2010; Zang et al., 2007), Bacillus (Prabhu et al.,
2010; Zang et al., 2009; Zang et al., 2011; Roh et al., 2000b) e Geobacillus (Kim et al.,
2005), Enterococcus (Torres et al., 2014).

A Tabela 2.1 apresentam 0s micro-organismos utilizados como fontes dos genes
da L-Al para a recombinacdo, as condi¢des operacionais de pH, temperatura, afinidade da L-
Al com o substrato D-galactose e o cofator, na atividade enzimatica da enzima.
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Tabela 2.1. Propriedades bioquimicas da L-arabinose isomerase utilizando D-galactose como

substrato.
Fonte da enzima T otima pH Km ion Referéncia
(°C) otimo (mM) metalico
Geobacillus 60 8,0 145 Mn** Kimetal.,
stearothermophilus 2006
Geobacillus 65 8,0 578 Co* Kim et al.,
stearothermophilus 2006
Geobacillus 70 8,5 408 Mn** Kim e Oh,
thermodenitrificans 2005
Thermoanaerobacter 65 8,0 120 Mn** Jorgensen et
mathranii al., 2004
Geobacillus 70 5,5-9,0 117 Mn** Leeetal.,
stearothermophilus 2005a
Bacillus 50 7,5-8,0 167 Mn** Leeetal.,
halodurans 2005a
Aerobacter aerogenes 50 6,4-6,9 270 Mn** Yamanaka and
Wood, 1966
Thermotoga maritima 90 7,0-7,5 60 Co* Leeetal.,
2004
Lactobacillus gayonii ~ 30-40 6.0-7.0 - Mn** Nakamatu and
Yamanaka,
1969
Bacillus 80 7,5-8,0 57 Mn** e Rhimi et al.,
stearothermophilus Co* 2006
US100
T. neapolitana 85 7,0 250 Mn** e Kim et al.,
Co* 2002
Lactobacillus 60 55-7,0 1110 Mn®* Ibrahim e
pentosus Spradlin, 2000

Hé alguns estudos que utilizam bactérias em sua forma nativa para a producédo da

L-Al, com destaque para espécies do género Lactobacillus (Chakravorty, 1964; Nakamatu e
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Yamanaka, 1969; Cheetham e Wootton, 1993; Zhang et al., 2007; Xu et al., 2012). A maioria
dos trabalhos para a producdo da L-Al utilizam micro-organismos recombinados, utilizando
principalmente a E. coli como bactéria hospedeira (Oh et al., 2001; Yoon et al., 2003; Ryu et
al., 2003; Kim et al., 2003; Jgrgensen et al., 2004; Manjasetty et al., 2006; Prabhu et al.,
2008; Zhang et al., 2009; Rhimi et al., 2010; Liang et al., 2012).

Os parametros cinéticos da L-arabinose isomerase variam de acordo com a origem
da enzima. H& muitos relatos na literatura que afirmam uma maior especificidade para o
substrato L-arabinose do que D-galactose (Xu et al., 2011; Kim et al., 2002; Lee et al., 2004;
Kim et al., 2006; Rhimi e Bejar, 2006; Takata et al., 2007; Kim et al., 2010; Rhimi et al.,
2011; Salonen et al., 2012).

2.3. D-tagatose: propriedades, aplicacdes e processos biotecnoldgicos

A D-tagatose ndo contribuiu para o ganho de peso e testes clinicos em humanos
mostraram que individuos perderam peso de forma gradual e consistente (Levin, 2002). Este
fato torna a D-tagatose um acUcar que pode auxiliar no controle de peso, uma preocupacgédo
crescente no Brasil, uma vez que a obesidade cresce em ritmo alarmante.

A D-tagatose é uma substancia edulcorante, ndo carcinogénica e de baixo valor
caldrico, indicada para diabéticos. Constitui de um isdmero da D-galactose, possui uma forma
ciclica constituida por a-D-tagato-2,6-piranose (79%), B-D-tagato-2,6-piranose (14%), a-D-
tagato-2,5-furanose (2%) e B-D-tagato-2,6-furanose (5%) (Freimund e Kopper, 2004). Com
poder de docura, 92%, proximo ao da sacarose, a D-Tagatose apresenta como vantagem seu
baixo valor calérico, 1,5 Kcal.g" aproximadamente, fato pelo qual seu uso iniciou-se,
indicado para reducéo de peso (Levin et al., 1995; Levin, 2002; Lu et al., 2008).

Os primeiros relatos para producdo da tagatose foram investigados por Izumori et
al., (1984). Os autores relataram que a tagatose foi produzida a partir de varios micro-
organismos por oxidacdo de galactitol (Unica fonte de carbono) (Rollini e Manzoni 2005).
Esses micro-organismos foram Arthrobacter, Mycobacterium e Enterobacter, que possuem
atividade a galactitol desidrogenase. A produgdo maxima por este método foi relatado de 18,4
g.L™ de tagatose a partir de 20 g.L™ de galactitol (92% de rendimento). Porém, o custo para
D-sorbose ou galactitol como substrato € relativamente elevado (US $500-800/kg), este
processo ndo é considerado para grandes quantidades da producdo de tagatose (Kim, 2004;
Oh, 2007).
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A producdo de D-tagatose pode ser produzida também, a partir de D-galactose por
meio de um método quimico utilizando um catalisador de célcio (Beadle et al., 1991), mas o
processo quimico apresenta algumas desvantagens, como etapas de purificacdo complexas,
formacéo de residuos quimicos e formacéo de subprodutos. Assim, vem se buscando métodos
bioldgicos para producédo de D-tagatose através da isomerizacdo de D-galactose por meio da
L-arabinose isomerase, também conhecida como D-galactose isomerase (Rhimi et al., 2010;
Xu et al., 2011; Roh et al., 2000b; Hong et a.l, 2007; Jorgensen et al., 2004). Em virtude de
sua seletividade, as enzimas reduzem a necessidade da etapa de purificacdo do produto final,

diminuindo, assim, a demanda de energia e o impacto ambiental (Aragon, 2013).

Tabela 2.2. AplicacOes e Beneficios a saude da D-tagatose. Fonte: Oh, 2007.

Beneficios a saude Aplicacbes/produtos alimenticios

Baixo valor calérico Refrigerantes, cereais, barras energéticas, dietas com baixo

teor de carboidratos

Nenhum efeito glicémico Alimentos dietéticos (diabetes tipo 2)
Anti-halitose Suplementos alimentares
Prebiotico Chocolates, balas e chicletes
Anti-Biofilme, anti-placa Pasta de dentes, anti-septicos bucais
Realcador de sabor logurtes, paes, bebidas lacteas, confeitaria

2.4. Purificagdo por cromatografia de afinidade

O uso de enzimas em nivel industrial é simplificado se as enzimas estiverem de
forma purificada, por diversas razGes: a velocidade de reacdo catalitica aumenta, quando se
consegue imobilizar uma maior quantidade da proteina de interesse por unidade de volume do
catalisador; reduzem-se os riscos de liberacdo de proteinas ou subunidades das mesmas, que
podem ser prejudiciais a saude do consumidor no produto final; evita-se também, a presenca
de proteinas inespecificas no produto final. No entanto, os protocolos de purificacdo
convencionais envolvem, tipicamente, muitos estagios e etapas, e oferecem relativamente
baixos rendimentos, poucas enzimas puras tém um custo final adequado para o uso industrial.
Neste contexto, as técnicas de cromatografia de afinidade s@o de interesse particular, pois a

principio, permitem a purificacdo da enzima de interesse, em um unico passo (Pessela, 2002).



27

Capitulo 2: Revisao Bibliogréfica SOUSA, M.

Os fundamentos iniciais de estudo da afinidade de biomoléculas por ions
metalicos foram demonstrados por Everson e Parker (1974), que relataram que os principais
responsaveis pela adsor¢do das proteinas em resinas contendo quelantes imobilizados séo os
ions metalicos, separando desta forma este tipo de proteina. Enquanto Porath et al. (1975)
popularizou o tema, com um trabalho publicado sobre cromatografia de afinidade a quelato
metélicos, quando introduziram o termo cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados (Immobilized Metal-lon Affinity Chromatography — IMAC). Uma estratégia
empregada para a purificacdo das proteinas recombinantes, contendo em um dos extremos
residuos de 6-histidinas, é a utilizacdo da cromatografia de afinidade em suportes com metais
imobilizados. Os ions metalicos sdo imobilizados pelo uso de um agente quelante capaz de
disponibilizar o metal para ligacdo as 6-His da proteina de interesse. As histidinas apresentam
uma alta especificidade de ligacdo pelo metal no suporte, portanto para este tipo de proteinas,
estas podem ser seletivamente eluidas do suporte carregado com ions metalicos e,
consequentemente, isoladas por este método (Caruso, 2007).

Segundo Bresolin et al. (2009) proteinas ou outros solutos sdo adsorvidos
principalmente pela formacao de ligacbes de coordenacdo com sitios remanescentes dos ions
metalicos quelatados, havendo também a possibilidade de outras forcas envolvidas, tais como
forcas eletrostaticas, interacBes hidrofdbicas e forcas de van der Waals, sendo que nem
sempre é possivel determinar suas contribuigdes relativas. As biomoléculas adsorvidas podem
ser eluidas por competicdo com outras espécies doadoras de elétrons (por exemplo, o
imidazol). Posteriormente, ions metalicos imobilizados em uma matriz podem ser removidos
pela adicdo de agentes competidores fortes, como o EDTA (&cido etileno-diamino-
tetraacético), sem que haja perda da capacidade da matriz do suporte, ou seja, ela pode ser
carregada novamente (com o mesmo ion metalico ou outro). Portanto, o ligante deve formar
um complexo reversivel com a enzima a ser purificada, de tal forma que este complexo seja
resistente, porém facilmente desfeito, sem precisar de condi¢fes desnaturantes. Uma das
matrizes mais utilizadas é a agarose (Armisén, 1997).

Desta maneira, proteinas que tenham em sua superficie residuos de His (poliHis)
com diferentes densidades e distribuicéo, ira interagir em diferentes intensidades com a resina
acoplada com o metal. Portanto, ocorre a adsorcdo seletiva da proteina, como a dessorcao
controlada com concentragfes crecentes de um agente competitivo, como o imidazol,

separando as proteinas retidas com diferentes graus de afinidade ao suporte IMAC
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(Immobilized Metal-lon Affinity Chromatography) (Porath et al. 1975; Pessela, 2002;
Bresolin et al. 2009).

2.5. Imobilizacao e estabilizacdo de enzimas

A imobilizagéo possibilita o reuso de enzimas de alto valor, facilita o processo de
separagdo, como também, pode melhorar a estabilidade e a atividade da enzima imobilizada
(Villeneuve et al., 2000). Portanto, muitas técnicas de imobilizacdo foram desenvolvidas,
como: imobilizacdo covalente, adsorcéo, ligacdo idnica, aprisionamento, encapsulacéo, dentre
outras técnicas (Bullock, 1989; Royer, 1980).

Segundo Pessela (2002), apesar da grande evolucdo de métodos de imobilizagdo,
ainda ndo h& metodologias gerais para imobilizacdo em qualquer sélido e para qualquer
enzima, que utilize de uma forma rapida, simples e qualitativa, ou seja, apesar da grande
diversidade de meétodos desenvolvidos e aplicados na imobilizacdo de enzimas, ndo ha um
método aplicavel para todas as enzimas. As propriedades de uma enzima imobilizada podem
variar no que diz respeito a sua correspondente sollvel, principalmente em parametros
cinéticos, tais como K e Vimsx, € a causa destas alteracdes pode ser devido a diversos fatores,
que podem afetar diretamente na atividade biocatalitica, tais como:

e Efeitos de conformacdo - a acdo das enzimas depende da estrutura molecular
da mesma, o fato da imobilizacdo pode conduzir a alteragdes conformacionais, que refletem
na atividade enzimatica.

e Efeitos estéricos - a ligacdo da enzima ao suporte ou aprisionamento dos
mesmos pode impedir 0 acesso do substrato ao sitio ativo na enzima, como consequéncia da
orientacdo que a enzima adquire ap6s a imobilizacdo, ou seja, uma parte da molécula da
enzima é imobilizada numa posicdo tal que o sitio ativo é relativamente inacessivel.

e Efeitos do micro-ambiente - a presenca do suporte pode alterar o
microambiente da enzima com respeito a enzima sollvel, ocorre quando a enzima €
imobilizada em suporte com carga positiva ou negativa, 0 campo elétrico gerado pelo suporte
ao redor da enzima ira tender a dividir o ambiente, este fato pode refletir no comportamento
cinético da enzima imobilizada a um suporte carregado, diferindo daquele apresentado pela
enzima solavel.

e Efeitos difusionais ou de transferéncia de massa - 0 acesso a enzima

imobilizada apresenta duas barreiras de difuséo: uma externa, causada pela interface entre o
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suporte e o fluido, e uma barreira interna no interior da matriz, a que esta ligada a enzima,
ocorre mais com enzimas imobilizadas por encapsulamento ou aprisionamento. Tém origem
na resisténcia de difusdo do substrato até o sitio catalitico da enzima, e do produto da reagao.

Todos esses fatores podem influenciar nas propriedades da enzima imobilizada,
que podem adquirir novas propriedades cinéticas, modificagdes em seus valores de Ky, € Vimax
(velocidade méaxima de reagdo enzimética), deslocamento dos valores de pH e comportamento
diferente, em relagdo a temperatura (Markoglou et al., 2003).

Neste contexto, nesta tese, duas estratégias de imobilizacdo serdo discutidas: a
imobilizacdo covalente e a imobilizacdo reversivel da enzima (L-Al) sobre suportes pré-

existentes.

2.5.1. Imobilizacao de proteinas em suportes epoxidos multifuncionais

Em geral, os suportes epoxidos multifuncionais devem conter dois tipos de grupos
funcionais, primeiro, 0os grupos que promovem a adsorcdo fisica das proteinas aos quelato
metalicos previamente imobilizados, segundo, outros grupos (grupos epoxido) que realizam a
imobilizacdo covalente da enzima. Desta forma, as enzimas se adsorvem primeiro fisicamente
sobre o suporte e posteriormente se obterd a formacédo de ligacGes covalentes entre 0s grupos
nucleofilicos da proteina (-NH,, -SH, -OH) e os grupos epdxido da superficie do suporte
(Mateo et al., 2000b), ou seja, o0 mecanismo de imobilizacdo de proteinas sobre suportes
epoxidos segue por dois passos. Como 0s grupos epdxidos sdo pouco reativos para
imobilizacdo de enzimas sollveis, primeiramente realiza-se a adsor¢do fisica das proteinas ao
suporte e posteriormente, com a proximidade dos grupos reativos da proteina ao suporte,

realiza-se a imobilizacdo covalente (Mateo et al., 2000 e Mateo et al., 2007), Figura 2.2.
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Figura 2.2. Imobilizacdo de enzima em suportes heterofuncional. Fonte: Mateo et al., 2007.

A preparacdo de diferentes suportes epdxidos modificados parcialmente também
foi estudada para este trabalho. A enzima foi imobilizada nos diferentes suportes epdxidos
(suporte epdxido-iminodiacético-quelato de Cobre ou Niquel). Portanto, a enzima de interesse
adsorve-se aos suportes por diferentes meios, por uma zona de maiores cargas positivas ou
negativas, por zonas com maior densidade de Histidinas, etc, permitindo a orientacdo da
enzima sobre o suporte, antes da imobilizacdo covalente. Obtendo-se derivados com

diferentes propriedades.

2.5.2. Imobilizacéo reversivel de enzimas por adsorcéo idnica

Segundo Pessela (2002), a imobilizacdo idnica de enzimas a suportes ativados
com grupos idnicos tem sido um dos primeiros métodos de imobilizacdo de enzimas aplicados
em nivel industrial (Figura 2.3). Mateo et al. (1999) concluiram que a otimizacdo deste
suporte e a forca de unido das proteinas sobre o suporte, foi muito superior a que se consegue
com suportes convencionais (Agarose-epoxido). Este método de imobilizacdo possui
vantagens frente os métodos covalentes, a principal vantagem é a possibilidade de
recuperacdo do suporte quando na inativacdo da proteina, baixo custo, simplicidade do
método, répida imobilizagdo, pouca mudanga conformacional na enzima, devido ao caréater
ibnico da ligacdo e as condigdes amenas de imobilizagdo, por sua flexibilidade, de forma que
0 suporte se adapta a estrutura da enzima, em vez de forgar a enzima a adaptar-se ao suporte,

originando uma adsorcdo muito forte que conduz a obtencdo de derivados imobilizados e



31

Capitulo 2: Revisao Bibliogréfica SOUSA, M.

estabilizados com significativas atividades enzimaticas. Como desvantagem, neste método
também pode haver a liberacdo da enzima pelo suporte, por variacfes de pH e forca idnica do
meio (Weetall, 1975).

Enzima
7

Suporte

Figura 2.3. Imobilizagdo reversivel de enzimas sobre suportes ativados com etilenodiamina
(MANAE).

2.5.3. Estabilizacdo da estrutura quaternéria das enzimas multiméricas

A utilizacdo de enzimas na forma solGvel tem como principal desvantagem a
baixa estabilidade do catalisador industrial. A inativacdo enzimatica segue um caminho
reacional que inclui dissociacdo de subunidades de enzimas multiméricas, desnaturacdo de
estruturas secundarias ou terciarias, agregacdo e coagulacdo. Geralmente, enzimas
multiméricas sdo naturalmente mais estaveis comparadas com as monomeéricas, devido sua
maior rigidez, proveniente da associacdo de suas subunidades, com boas propriedades
(Almeida, 2011). No entanto, as proteinas multiméricas sdo enzimas muito complexas
(Almeida, 2011; Pessela et al., 2007; Fernandez-Lafuente et al., 1999; Vieira, 2009; Cardoso
et al., 2009) cujo centro ativo pode ser determinado pela exata unido das suas subunidades.
Desta forma, seria interessante imobilizar estas enzimas utilizando diferentes protocolos,
envolvendo diferentes regibes da proteina, a imobilizacdo pode produzir pequenas distorcdes
sobre a associagdo das subunidades, alterando a forma do centro ativo e produzindo enzimas
imobilizadas com propriedades distintas (Pessela et al, 2007).

A inativacdo deste tipo de enzima pode ser fortemente influenciadas a alguma

dissociacdo de suas subunidades (Pessela et al., 2008), ja& que 0 mondmero associado
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apresenta uma certa estabilizacdo pela soma das interagdes multipontuais que estabilizam a
estrutura multimérica (Pessela, 2002).

Entdo, para estabilizar este tipo de enzima sdo necessarios estudos que
possibilitem a unido de todas as subunidades de forma que ndo ocorra a dissociacdo das
mesmas. Caso contrario, mudancas conformacionais promovidas, pelo calor, pH e agentes
oxidantes sobre os mondmeros podem ser rapidas e intensas (Fernadndez-Lafuente et al., 1999;
Pessela, 2002). Segundo Vieira (2009), em muitos casos, existem cétions presentes na
associacdo da estrutura multimérica das enzimas, 0s quais podem nem ser essenciais para a
atividade desta enzima, mas podem ser muito importantes para a sua estabilidade. Portanto,
dependendo da dissociacdo do complexo enzima-ion, a diluicdo das enzimas pode ocasionar
uma reducdo na estabilidade das mesmas, mesmo que todas as subunidades estejam ligadas
covalentemente ao suporte, pois pode ocorrer a dilui¢do do cation.

Algumas estratégias podem ser utilizadas para aumentar a estabilidade de enzimas
imobilizadas. A imobilizacdo multipontual também pode favorecer a estabilizagdo de enzimas
multiméricas, promovendo o aumento da rigidez da molécula da enzima tornando-a mais
resistente a mudancas conformacionais, o processo quando bem controlado podera prevenir a
inativacdo da enzima, ndo ocorrendo a dissociacdo de suas subunidades (Fernandez-Lafuente
et al., 1999; Kaddour et al., 2008; Pessela et al., 2008). No entanto, existem casos em que a
unido simultanea de todas as subunidades da enzima ao suporte possa ser muito dificil devido
problemas geométricos. Fernandez-Lafuente et al. (1999), propuseram que apds uma intensa
imobilizacdo covalente multipontual, os derivados fossem reticulados com polimeros

polifuncionais, como apresentado no esquema a seguir, Figura 2.4.
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Imobilizacao covalente de subunidades

Reticulaciao das subunidades da enzima com
polimeros polifuncionais

_ GQHO_ FHO .o
R
e CHO Ewo CHO
Polialdeidos

Figura 2.4. Estabilizacgdo de enzimas multiméricas por entrecruzamento das

multisubunidades. Fonte: Pessela, 2002.

2.6. Producéo de D-tagatose utilizando biocatalisador (L-Al) imobilizado

A imobilizacdo da L-Al ou células contendo a enzima é de consideravel
importancia para uma possivel producdo comercial da D-tagatose (Oh, 2007).

Muitos trabalhos utilizam alginato como suporte para imobilizagéo da L-Al (Oh et
al., 2001; Kim et al., 2003; Ryu et al., 2003; Jung et al., 2005; Hong et al., 2007; Rhimi et al.,
2007). Rhimi et al. (2007) imobilizaram em alginato de sodio e fizeram um estudo
comparativo entre enzima livre e imobilizada, bem como a otimizacdo das condi¢bes de
producdo de D-tagatose. As células recombinantes imobilizadas da L-Al apresentaram
resultados semelhantes a enzima livre, obtendo atividades maximas a 80 °C, em pH 7,5. Jung
et al. (2005) que também imobilizaram em alginato de sodio a enzima L-Al de Geobacillus
stearothermophilus, e obtiveram uma temperatura 6tima resultante da produ¢do méaxima de
tagatose a 65 °C para enzima livre, em pH 7,5 e a 70 °C para enzima imobilizada, em pH 7,0.
Enquanto Kim et al. (2003) obtiveram méaximo da atividade em temperaturas a 60 °C, em pH
7,5 e a 65 °C, em pH 8,0 para enzima livre e imobilizada, respectivamente. Hong et al.
(2007) obtiveram resultados de temperatura 6tima de 90 °C para enzima imobilizada em
alginato de célcio, ligeiramente superior a da enzima livre (85 °C), ambos em pH o6timo (7,0),

provavelmente tenha ocorrido uma protecdo do suporte de alginato de célcio a enzima, contra
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a desnaturacdo pelo calor e também devido a L-Al ser proveniente de um micro-organismo
resistente (Thermotoga neapolitana) a altas temperaturas. Liang et al. (2012), que também
estudaram o suporte de alginato de célcio, obtiveram resultados para o imobilizado, a uma
temperatura 6tima de 75 °C, em pH 6timo 7,5, enquanto que, para a enzima livre a reagédo
catalisada foi mais eficiente a uma temperatura 6tima de 60 °C, em pH étimo 8,0.

Entretanto, Zhang et al. 2009 estudaram diferentes suportes e estratégias de
imobilizacdo da L-Al (L-Al), tais como: ligacdo covalente (Eupergit C, carboximetilcelulose
(CMC) e agarose) e por encapsulamento (quitosana 3% e alginato de sodio), para a producéo
de L-ribulose a partir de L-arabinose. A ligacdo da enzima L-Al em CMC ativada apresentou
menor atividade recuperada (34,1%) e menor rendimento de imobilizagdo (28,7%). O
derivado de agarose apresentou um baixo rendimento de imobilizagdo (35,6%), embora a
atividade recuperada tenha sido de 75,6%. Derivados de alginato de sodio apresentaram uma
atividade recuperada e rendimento de imobilizacdo de 67,7%, superiores a do derivado de
quitosana (35,4%). De todos os suportes avaliados, Eupergite C apresentou 0 maior
rendimento de imobilizacdo (83,7%) e atividade recuperada (93,3%), provavelmente por ter
mais grupos reativos e ser um suporte microporoso quimica e mecanicamente estavel.

Oh et al. (2001) também verificaram a producdo de tagatose usando
biocatalisadores obtidos a partir de varios métodos de imobilizacdo, com o objetivo de
selecionar 0 método mais estavel e econdmico para a producdo comercial. Estes incluiram
adsorcdo em silica-gel, aprisionamento em alginato de sédio, microencapsulacdo em agar com
gelatina e ligacdo covalente em agarose, silica-gel, carboximetilcelulose (CMC) e alginato de
sodio reticulados com glutaraldeido. Os métodos de imobilizacdo utilizando agarose e
alginato de sédio, reticulados por ligagdo covalente com glutaraldeido, resultaram em
biocatalisadores mais estaveis para a producdo de tagatose. Os autores indicaram alginato de
sodio reticulado com glutaraldeido para a producdo do biocatalisador, devido o seu baixo
custo.

As estabilidades térmica e frente ao pH também foram investigadas. Rhimi et al.
(2007) observaram que a 80 °C os tempos de meia-vida, ty>, foram 0,5 e 9 h para enzima livre
e imobilizada, respectivamente. Os ty/, na estabilidade frente ao pH da enzima imobilizada foi
mais elevado que da enzima livre sob condicGes de pH 7,0-8,0. A enzima imobilizada foi
mais estaveis em pH 7,0, e 0s ty, reduziram drasticamente sob condic@es alcalinas (Kim et al.
2003; Jung et al. 2005). Segundo Kim et al. (2003) o tempo de meia-vida da enzima

imobilizada a 60 °C foi cerca de 50 vezes mais elevada do que o da enzima livre, e a
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termoestabilidade da enzima imobilizada acima de 60 °C reduziu drasticamente. Para a
enzima imobilizada, a atividade foi estavel em condic¢Ges neutras (pH 7-8). O tempo de meia-
vida da enzima imobilizada foi muito mais elevado do que a enzima livre em condicdes
neutras.

Poucos sdo os resultados de imobilizacdo da L-Al utilizando suportes a base de

agarose e quitosana, os quais foram estudados neste trabalho.

2.7. Suportes para imobilizacdo de enzimas

A necessidade de imobilizar enzimas é uma ferramenta que permite melhorar as
propriedades do catalisador (Fernandez-Lafuente et al., 1998 e 1999; Guisan, et al., 1993;
Mateo et al., 2000a), ou seja a maior contribuicdo para o0 bom desempenho de uma enzima
imobilizada pode ser dada pela escolha do suporte. Se por um lado um suporte criteriosamente
selecionado pode aumentar a estabilidade da enzima imobilizada, por outro uma escolha
imprudente pode afetar adversamente ndo so a estabilidade térmica, mas o desempenho global
do sistema (Mendes et al., 2011a).

Os suportes para imobilizacdo de enzimas podem ser classificados conforme sua

composicao e morfologia (Adriano, 2008).

2.7.1. Suportes a base de quitosana e agarose para imobilizacdo de enzimas

Para a selecdo de um suporte para imobilizacdo de enzimas, devem ser analisadas
suas propriedades fisicas e quimicas, bem como a possibilidade de regeneracdo do material. O
processo de imobilizacdo exige do suporte uma boa resisténcia mecanica, devido ao uso
repetido e continuo do derivado, que algumas vezes, requer o uso de operacfes como
filtracdo, centrifugacdo e agitagdo. Outra caracteristica fundamental € a estabilidade térmica
do suporte, pois podem sofrer distorcdo ou destruir o sitio ativo da enzima sob expanséo ou
contracdo, quando submetido a variacbes de temperatura, provocando inativacdo do
catalisador (Kennedy, 1987; Vieira, 2009; Mendes et al., 2011a).

A natureza hidrofilica ou hidrofébica do suporte também deve ser levada em
consideracdo, pois sdo mais desejaveis suportes com caracteristicas hidrofilicas de modo a se
obter uma boa difusividade do substrato, além de permitir a estabilizacdo da enzima. Ja os

suportes de natureza hidrofobica costumam diminuir a estabilidade e a atividade da enzima



36

Capitulo 2: Revisao Bibliogréfica SOUSA, M.

imobilizada por um mecanismo semelhante a desnaturagdo das enzimas em solventes
organicos, porém para algumas enzimas, como lipases, a hidrofobicidade da matriz ¢ um
pardmetro muito importante para que o acesso do substrato (6leo) aos intersticios da matriz
seja favorecido (Vieira, 2009; Kennedy, 1987; Mendes et al., 2011a).

Ambos o0s suportes escolhidos para este trabalho, quitosana e agarose, sdo
classificados como polimeros naturais organicos. Os polissacarideos (celulose, agarose,
quitosana, dentre outros) sdo os polimeros mais utilizados como suporte para imobilizar
enzimas (Tardioli, 2003; Adriano, 2008; Mendes et al., 2011b).

A quitosana € um polissacarideo de baixo custo, por ser um residuo da indudstria
de pesca, ndo toxico, renovavel, biodegradavel e de grande importancia econémica e
ambiental. Grupos hidroxilas (OH) estdo presentes na estrutura geral desses biopolimeros,
mas a principal diferenca entre eles é a presenca de grupos amino primarios funcionais em
potencial (NH,) na estrutura da quitosana, uma importante caracteristica como suporte para
imobilizagéo de enzimas (Silva et al., 2012; Adriano et al., 2005; Mendes et al., 2011b).

Para a quitosana, a modificacdo de sua estrutura quimica € necessaria para
promover o aumento da estabilidade quimica e fisica do suporte e seus derivados, também
denominada de reticulacdo, empregando diferentes agentes de ativacdo, como glicidol,
epicloridrina, glutaraldeido, glioxal, formaldeido, reduzindo assim a sua capacidade de
retencdo de agua (Silva et al., 2012; Mendes et al., 2011a).

Suportes  sélidos insoliveis como agarose encontram-se  disponiveis
comercialmente (Cardoso et al., 2009), a agarose possui uma estrutura altamente porosa, alta
estabilidade mecénica, com uma area superficial muito maior que a enzima, que sao
caracteristicas adequadas de um suporte, pois permitem interacfes proteina-superficie planas,
ideais para estabelecer ligacdes em varios pontos com a enzima sem impedimento estérico,
resisténcia a degradacdo microbiana; de facil ativacdo, auséncia de toxidade e facil dissolucdo
aquosa. Possuem grupos ativos como, por exemplo, hidroxila (Guisan e Blanco, 1987), sendo
possivel obter a agarose altamente ativada, utilizado técnicas de ativacdo propostas por
diversos autores (Guisan, 1988; Ferndndez-Lafuente et al., 1999; Goncalves et al., 2000;
Tardioli, 2003; Mateo et al., 2010; Bolivar et al., 2010).
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3. CARACTERIZACAO E IMOBILIZACAO DA ENZIMA NATIVA DE
Enterococcus faecium

Pretende-se neste capitulo discutir estudos preliminares com a enzima L-arabinose
isomerase (L-Al), proveniente da bactéria Enterococcus faecium em sua forma nativa.
Realizada a caracterizacdo da enzima nativa no extrato bruto, evidenciaram-se baixas
concentracdes da enzima de interesse (L-Al), vistos pelos perfis de eletroforese e atividade
enzimética (Capitulo 3). Desta forma, gracas ao desenvolvimento de técnicas de engenharia
genética, a enzima de interesse péde ser expressa em organismos hospedeiros de facil e rpido
crescimento celular, proporcionando a obtencdo de maiores quantidades da enzima L-
arabinose isomerase com caracteristicas favoraveis ao processo, que podem ser aplicados

como catalisadores industriais (Capitulo 4).

3.1. OBJETIVOS

O objetivo fundamental deste capitulo foi caracterizar o extrato enzimatico bruto
contendo L-arabinose isomerase nativa de Enterococcus faecium, visando a imobilizagcéo da

enzima em quitosana.
3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1. Enzima

O extrato enzimatico bruto contendo L-arabinose isomerase nativa de
Enterococcus faecium foi gentilmente doado e produzido pelo Instituto de Desenvolvimento
Tecnolo6gico a Indastria Quimica — INTEC (UNL-CONICET- Argentina) (Manzo et al.,
2010).

3.2.2. Quantificacdo de proteinas

A concentragdo de proteina presente no extrato enzimatico foi determinada pelo
método colorimétrico de Bradford, usando albumina de soro bovino (BSA) como padrédo
(Bradford, 1976).
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3.2.3. Ensaio da atividade enzimatica

A atividade da (L-Al) foi determinada utilizando como substrato uma solugéo de
0,4 M de D-galactose (Vetec-SP) em tampéo acetato de sédio 50 mM pH 5,6 suplementado
com MnCl, 0,01 M. As amostras foram incubadas a 50 °C sob constante agitacdo, por 5h. A
quantidade de D-tagatose foi avaliada mediante 0 ensaio colorimétrico pelo método do
resorcinol, Kulka (1956). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro segundo Manzo et al.,
2010. Uma unidade (1U) de atividade enzimatica corresponde a quantidade de enzima (L-Al)
que catalisa a formacéo de 1 pmol de D-tagatose por minuto.

A atividade enzimatica da enzima sollvel pode ser escrita como segue na Equacao

[TAG](mM) * Vr(uL)
Ve * tamin)

AEwy /mLy =

1)

Sendo [TAG]: a concentracdo de D-tagatose determinada por ensaio colorimétrico
(mM); Vr: volume reacional (uL); Ve: volume de enzima (uL) e t: tempo total da reacédo
enzimatica (min).

A atividade da enzima imobilizada (Ag) foi calculada pela razdo entre a
concentracdo de D-tagatose (mM) e volume da reacdo enzimatica (mL), pela massa do

derivado (g) e tempo (min), escrita como segue na Equacao 2:

[TAG](mM ) * Vr(mL)
M(g) * Lanin)

Adw /gy =

2

3.2.4. Preparacao do gel de quitosana

O suporte usado para imobilizacdo foi preparado segundo Rodrigues et al. (2008)
com algumas modifica¢fes, a quitosana foi dissolvida em uma solugdo de acido acético 5%
(v/v) (10 g de quitosana para 400 mL de solugdo de &cido acético 5%). Apds completa
dissolucdo, a solucdo resultante foi adicionada, lentamente e sob agitacdo constante, a uma

solugédo de NaOH 100 mM (proporcdo quitosana/NaOH = 1:10). Em seguida, o sistema foi
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deixado em repouso por 24h a temperatura ambiente. O gel obtido apos este tempo foi lavado

com &gua destilada até a neutralidade sendo, em seguida, seco por filtracdo a vacuo.

3.2.5. Ativacédo por glutaraldeido

A ativacdo do suporte foi segundo Rodrigues et al. (2008) e Manzo (2013) com
modificacOes, parte do gel de quitosana foi ativado em solucdo tampdo fosfato de sédio 50
mM pH 7 contendo glutaraldeido 2,0% v.v™(razdo m/v de 1/5) por 4h a temperatura ambiente
sob agitacdo. Apds ativacdo, o suporte foi lavado com agua destilada para remocdo do

excesso de glutaraldeido e em seguida foi seco por filtracdo a vacuo.

3.2.6. Ativacdo por epicloridrina

Parte do gel de quitosana (10g) foi posto em solucdo de NaOH 2 M. O suporte foi
agitado e submetido a banho de gelo até alcancar uma temperatura aproximada de 4 °C. Em
seguida, adicionaram-se 3 ml de uma solucdo de NaBH, 0,12 M. O pH da solucdo foi
verificado, encontrando-se em torno de 13 e 14. Acrescentou-se epicloridrina (razdo m/v de
1:2) e a suspensdo foi mantida em banho de gelo por 2 h sob agitagdo magnética. Em seguida,
a mesma foi retirada do banho de gelo e incubada sob agitacdo até completar 24 h de ativacdo.
O suporte foi lavado com agua destilada para remocdo do excesso de epicloridrina e em
seguida foi seco por filtracdo a vacuo. Finalizado esse periodo, o suporte ativado foi tratado
com solugdo de NalO4 0,1 M por 2h a temperatura ambiente sob agitagdo. O suporte foi
lavado com agua destilada e em seguida foi seco por filtracdo a vacuo (Rodrigues et al., 2008,
Manzo, 2013).

3.2.7. Ativacéao por glicidol

A ativacdo do suporte com glicidol foi realizada de acordo com Gongalves et al.,
2002, Adriano, 2008, Rodrigues et al., 2008, com modificagbes. O suporte de quitosana foi
ressuspendido em agua destilada (razdo m/v de 1/10), adicionou-se NaOH 1,7 M (razdo m/v
de 1:0,33), dissolveu-se NaBH,4 0,75M (razdo m/m de suporte de 1/0,0136) a frio. Adicionou-
se lentamente glicidol (razdo m/v de 1/0,48) e, posteriormente, manteve-se 0 sistema sob

agitacdo por 18h a temperatura ambiente. O suporte foi lavado com &gua destilada e em
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seguida foi seco por filtracdo a vacuo. Pesou-se o suporte ativado e foi ressuspendido em agua
destilada (razdo m/v de 1/10), acrescentou-se NalO,4 (razdo m/v de 1/0,064) e o sistema foi
mantido sob agitacdo por 2h a temperatura ambiente. O suporte foi lavado com &gua destilada

e em seguida foi seco por filtracdo a vacuo.

3.2.8. Imobilizagéo enzimatica

A L-arabinose isomerase foi imobilizada em quitosana ativada. A imobilizacao foi
realizada colocando-se em contato o suporte previamente ativado com uma solucdo tampao
bicarbonato de soédio pH 10,0 contendo a enzima (Razdo m/v de 1/10) a 25 °C sob agitacao,
usando um agitador rotatério de frascos. O tempo de contato enzima-suporte variou
dependendo do agente usado na ativacdo, sendo de 12 h, para ativacdo com glutaraldeido e 24
h para ativacdo com epicloridrina e glicidol. Avaliou-se a influéncia do tampdo e do pH de
imobilizacdo e para tal fim, utilizaram-se: tampéo fosfato de sédio 50 mM pH 7,0, tampé&o
acetato de sddio 50 mM pH 5,6 e tampé&o bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0. Ofereceram-
se 5 mg de proteina por g de suporte, que correspondeu a 2,5 mL do extrato enzimatico (2,06
mg.mL™), completado para um volume de 10 mL com o respectivo tamp&o em estudo (razao
m/v de 1/10). Em paralelo aos ensaios, conduziu-se um experimento controle, para se avaliar
a provavel desativacdo da enzima nas mesmas condi¢cdes de imobilizacdo. As condicBes

operacionais de temperatura e agitacdo foram mantidas constantes durante os experimentos.

3.2.9. Avaliagéo do enlace enzima-suporte

O tipo de enlace enzima suporte (adsorcdo ou ligacdo covalente) foi avaliado
incubando-se os derivados sob suave agitacdo por 12 horas em solucdo de NaCl 1M em

tampao bicarbonato de sédio 50 mM.

3.2.10. Ensaio de estabilidade térmica da L-Al solGvel e imobilizada

L-arabinose isomerase (L-Al) solGvel e imobilizada foi incubada em tampéo
acetato de sodio 50 mM, pH 5,6, a 60 °C, durante 24 h. Periodicamente, amostras foram
retiradas, colocadas imediatamente em banho de gelo e em seguida as atividades eram

mensuradas através da producdo de D-tagatose, anteriormente descrita (item 3.2.3).
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Um modelo de dois parametros proposto por Sadana e Henley (1987) foi ajustado
aos dados experimentais de inativagdo térmica, utilizando o software Origin 8.1 (Adriano et
al., 2011).

3.2.11. Estabilidade operacional da L-Al imobilizada

A estabilidade operacional dos derivados foi avaliada em bateladas consecutivas,
de isomerizacdo de D-tagatose. A reacdo foi realizada num reator fechado, mantida a 50 °C
por 5h de reacdo, sob constante agitacdo. O volume de reacdo foi de 2,5 mL e a massa do
derivado foi 0,5 g. Antes de cada novo ciclo, o derivado foi lavado para remover os produtos

e substrato que n&o reagiram, e conduzidos a uma nova pesagem.

3.2.12. Analise da massa molar da L-Arabinose Isomerase

Para estimar a massa da enzima (L-Al) foi utilizada a técnica de eletroforese
unidimensional em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE), as analises foram realizadas em géis
prée-montados com gradiente de 8 a 16% de poliacrilamida (ECL Gel, GE Lifesciences
Piscattaway, NJ, USA) previamente equilibrado em tampdo de corrida (0,025M TRIS,
0,192M glicina, 0,1% SDS, pH 8,3) por 12 minutos a 160 V no equipamento ECL Gel Box
(GE Lifesciences Piscattaway, NJ, USA). As bandas de proteinas foram visualizadas por
coloracdo, pelo método do Coomassie Brilhante Blue coloidal adaptando um protocolo

descrito por Candiano et al. (2004).

3.2.13. Condicdes de bioconversado de D-galactose em D-tagatose

As reagdes foram conduzidas em reator batelada, contendo solugéo de 0,4 M de
D-galactose, em tampéo acetato de sédio 50 mM (pH 5,6), suplementado com MnCl, 0,01 M.
Para a enzima livre e imobilizada, o volume de trabalho de meio reacional foi 2,5 mL. Antes
da imobilizacdo, a quantidade de proteina utilizada e a atividade da L-arabinose isomerase no
extrato enzimatico foram determinadas, 5 mg proteina/g de suporte e 0,089 U. mL™
respectivamente. Ressalta-se que a mesma quantidade de enzima foi oferecida para ambos 0s
casos (0,151 U de enzima). A temperatura da reacdo foi mantida a 50 °C e as amostras (100

pL) foram retiradas em tempo pré-determinados.
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3.2.14. Estabilidade de estocagem da enzima L-Al solUvel e imobilizada

A L-arabinose isomerase soluvel e imobilizada foi estocada em tampé&o acetato de
sodio 50 mM pH 5,6 a 4 °C na geladeira por 45 dias. A cada 15 dias, amostras foram retiradas

e a atividade da enzima foi medida.

3.2.15. Parametros cinéticos Ky, € Vimax

Os ensaios para determinacdo das constantes cinéticas para enzima livre e
imobilizada foram realizados com dilui¢cbes do substrato D-galactose (Sigma) em tampéo
acetato de sddio 50 mM, pH 5,6 e cofator 1 mM MnCl,, utilizou-se uma ampla faixa de
concentracdes do substrato de 0,00625 a 1 M. As reacOes enzimaticas foram realizadas pelo
método do resorcinol, Kulka (1956), a 50 °C em banho termostatizado. Para calcular as

constantes cinéticas (Kn e Vimax) utilizou-se o software Origin 8.1, funcéo hipérbole.

3.2.16. Ensaios preliminares de purificacdo do extrato enzimatico

Segundo Manzo et al. (2012) com modificacfes, o extrato obtido foi submetido a
adicdo de sulfato de amonio a 80% de saturacdo, até total dissolucdo do sal em agitacdo
constante e deixado em repouso por 24h a 4 °C. A suspensdo resultante foi submetida a
centrifugacdo a 10.000 x g durante 30 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado resultante foi novamente dissolvido em 50 mL de tampé&o fosfato de s6dio 50 mM
pH 7,0 e foi submetido a um processo de filtracdo em gel PD10 em Sephadex G-25 (GE
Healthcare), equilibrada em tampéao fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 e usada como a amostra
de partida para os ensaios subsequentes de purificacdo. Nos ensaios de cromatografia de troca
ibnica, utilizou-se a resina DEAE — Sepharose, em modo batelada e continuo, na propor¢do
(1g: 10 mL de solucéo enzimatica). A eluigdo das proteinas adsorvidas foi realizada com um
gradiente escalonado com concentracdes crescentes de NaCl entre 25 mM a 300 mM,
incubando cada eluigdo por 20 minutos. A concentracdo de proteina e a atividade enzimética

das fragdes foram determinadas como indicadas anteriormente.
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3.2.17. Parametros de imobilizacdo

O rendimento de imobilizacdo (R;) foi calculado através da atividade enzimética
oferecida no inicio da imobilizacdo diluida em tampéo (At), em (U. mL™), e atividade no
sobrenadante final da imobilizacdo ou do decorrer do processo de imobilizacdo (Ats), em (U.

mL™), veja equacdo 3.

* 100

Aty — At
R ) ==

0

@)
A atividade tedrica (At srica) foi calculada a partir do rendimento de imobilizacao
(R)) e atividade oferecida no inicio da imobilizacdo diluida em tamp&o (Ats), em (U. g™), veja

equacéo 4.

I
— X

Atiesrica w/g = 100 Atof

(4)
Sendo a atividade oferecida (Aty), em U. g*, calculada através da atividade
enzimética oferecida no inicio da imobilizacdo diluida em tamp&o (Aty), em U. mL™, o

volume de imobilizacdo (Vimep), €M ML, pela massa do suporte (m), em g, veja equacao 5.

imob

Ator w/g) = Ato *

()

A atividade recuperada (Ag) foi entdo calculada através da razéo entre atividade
no derivado (Atg), em U. g”, obtida da imobilizacdo no gel de quitosana, pela atividade

tedrica (At), em U. g™}, veja equacdo 6.

At
Atp oy = —2 % 100
ROD ™ 4e,

(6)
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Influéncia do pH e do tamp&o na atividade enzimética da enzima sollvel

Dentre as propriedades das enzimas o pH é de suma importancia para determinar
as condigdes ideais para a atividade catalitica, potencializando assim os resultados alcangados.

A escolha do sistema tamponante a ser utilizado neste trabalho foi determinada
através da comparacdo da atividade da enzima soltuvel, em trés diferentes sistemas
tamponantes: acetato de sédio 50 mM pH 5,6; fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 e bicarbonato
de sédio 50 mM pH 10. A enzima foi incubada a 50 °C por 5 h de reacdo. De acordo com a
Figura 3.1, nota-se que a maior atividade foi obtida utilizando o tampéo acetato de sddio 50
mM (pH 5,6) obtendo-se 0,0902 + 0,02 U.mL™, seguido por uma segunda maior atividade
enzimatica utilizando o tampéo fosfato de s6dio 50mM (pH 7,0), obtendo-se 0,0713 + 0,002
u.mL™

0,12

0,11 i
0,10—-
0,09—-
0,08—-
0,07—-
0,06—-

0,05 4

AE (U. mL™)

0,04
0,03 4
0,02 +

0,01 1

0,00

56 7,0 10,0
pH

Figura 3.1. Influéncia do pH e do agente tamponante na atividade (AE) da L-arabinose

isomerase.

O tampdo acetato de sédio 50 mM (pH 5,6) revelou-se neste trabalho como a
melhor solugdo tamponante para a obtencdo da maior atividade da enzima soltvel L-arabinose
isomerase, e foi selecionado para as medidas de atividade enzimatica.

Alguns autores também observaram a atividade méaxima da L-Al em faixas acidas,

pH inferior a 7,0, como Lactobacillus latis (Chinelate, 2013), Lactobacillus fermentum (Xu et
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al., 2012), Lactobacillus Gayonii (Nakamatu e Yamanaka, 1969), Shewanella sp. (Rhimi et
al., 2011), Bifidobacterium longum (Salonen et al., 2012) e Alicyclobacillus acidocaldarius
(Lee et al., 2005b).

3.3.2. Avaliacdo dos parametros de imobilizacédo da L-arabinose isomerase em quitosana

Trés estratégias para a ativagdo do suporte de quitosana foram estudadas,
utilizando como agentes ativadores, glutaraldeido, epicloridrina e glicidol, com o objetivo de
obter um derivado com elevada atividade e estabilidade (estabilidade operacional e térmica a
60 °C). A Tabela 3.1 apresenta os resultados dos parametros de imobilizacdo da L-Al nos

diferentes suportes estudados.

Tabela 3.1. Parametros de imobilizacdo da L-arabinose isomerase em quitosana 2,5%, ativada
com diferentes agentes: Glutaraldeido, Epicloridrina, Glicidol. Carga enzimética oferecida de
5 mg de proteina. g de gel (0,327 U.g™ de gel), sendo rendimento de imobilizacdo (R)),

atividade tedrica (At;), atividade do derivado (Aty), atividade recuperada (Atg).

Amostras Aty(U.g") Ri(%) At(U.gh) At(%)
Quitosana-glutaraldeido 0,029 45 0,149 20
Quitosana-epicloridrina 0,026 54 0177 15

Quitosana-glicidol 0,020 48 0,157 13

A atividade recuperada na imobilizacdo da L-Al utilizando quitosana ativada em
glicidol apresentou resultado inferior, de atividade recuperada e atividade do derivado,
comparado aos demais ensaios realizados, 13%. Analisando os dados apresentados na Tabela
3.1, pode-se observar que, apesar do rendimento de imobilizagéo ter sido de 48% em glioxil-
quitosana, a atividade do derivado foi de apenas 0,020 U.g™.

Observou-se na ativacdo utilizando epicloridrina como agente ativante, valores de
atividade recuperada (15%), atividade do derivado (0,026 U.g™) e rendimento de imobilizacdo
(54%), com melhores resultados que a ativagdo quitosana-glicidol. Resultados similares,
quanto a ativacao, foram encontrados por Rodrigues et al. (2008), Adriano (2008) e Bezerra
(2012), quando definiram o conceito que a epicloridrina apresentou-se mais reativa que 0

glicidol, devido a consequéncia do maior nimero de grupos reativos no suporte ativado por
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epicloridrina, quando comparado ao glicidol, permitindo a formacéo de mais ligagdes suporte-
enzima.

A respeito da imobilizacdo da enzima em quitosana ativada por glutaraldeido,
obtiveram-se melhores resultados, apresentando uma atividade recuperada superior (20%) e
uma maior atividade do derivado (0,029 U.g™) apesar de ter apresentado o menor rendimento
de imobilizagéo (45%), possivelmente a enzima que foi imobilizada encontrou-se ativa.

Outro parametro que pode ter influenciado no presente estudo foi o tempo de
incubacdo de 24 h para as ativages com epicloridrina e glicidol, diferente para a ativacédo
com glutaraldeido (12 h). Este tempo pode ter sido superior ao necessario para as
imobilizagbes em quitosana-epicloridrina e quitosana-glicidol, podendo ter acarretado
possiveis distor¢des da estrutura da enzima.

A quitosana tambeém foi avaliada por Lim et al. (2008) como suporte para a
imobilizacdo de L-arabinose isomerase de Thermotoga neapolitana, em comparacdo ao
suporte alginato, visando a producdo de D-tagatose a partir de D-galactose. Os autores
obtiveram melhores resultados com suportes de quitosana, pois a enzima imobilizada
apresentou melhor estabilidade frente a altas temperaturas (75 °C) quando comparado a
enzima imobilizada em alginato, para producdo de tagatose, sugerindo que suportes de
alginato ndo séo adequados para a imobilizacdo de enzimas em temperaturas superiores 60
°C.

Zhang et al. 2009 estudaram diferentes suportes e estratégias de imobilizacdo da
L-Al, dentre eles, a imobilizacdo por encapsulamento em quitosana 3% e alginato de sddio e
ligacdo covalente em Eupergit C, carboximetilcelulose (CMC) e agarose, para a producéo de
L-ribulose a partir de L-arabinose. De todos os suportes avaliados, Eupergite C apresentou o
maior rendimento de imobilizacdo (83,7%) e atividade recuperada (93,3%), provavelmente
por ter mais grupos reativos e ser um suporte microporoso guimica e mecanicamente estavel.
Observou-se a menor atividade recuperada (34,1%) e menor rendimento de imobilizacéo
(28,7%) para a imobilizagdo covalente da LA-1 em carboximetilcelulose (CMC), seguido da
imobilizagdo em quitosana com 35,4% de atividade recuperada e rendimento de imobilizacéo.
Oh et al. (2001) também verificaram a producdo de tagatose usando biocatalisadores obtidos a
partir de varios métodos de imobilizacdo, com o objetivo de selecionar o método mais estavel
e econdmico para a producdo comercial. Os autores utilizaram glutaraldeido como agente
reticulante em suportes de agarose-CNBr e alginato de sodio, para uma imobilizacéo

covalente da LA-I, e obtiveram biocatalisadores mais estaveis para a producdo de tagatose.
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3.3.3. Avaliacéo dos parametros de imobilizacdo da L-Arabinose isomerase em quitosana

ativada com glutaraldeido

Estudou-se o efeito do pH nas propriedades da enzima imobilizada em quitosana.
Utilizaram-se solucdes tampdes a pH 5,6; 7,0 e 10 (fosfato de sdédio 50 mM pH 7,0, acetato de
sodio 50 mM pH 5,6 e bicarbonato de sédio 50 mM pH 10,0), incubados por 12 horas de
imobilizacdo. A carga de proteina oferecida foi de 5 mg de proteina por grama de suporte.
Determinaram-se 0s parametros de imobilizacdo, que estdo relacionados na Tabela 3.2.

Observou-se que a enzima manteve 100% de sua atividade inicial para o ensaio
utilizando o tampao fosfato de sddio pH 7,0 e para os ensaios utilizando os tamp@es acetato de
sodio pH 5,6 e bicarbonato de sodio pH 10,0, houve uma perda da atividade inicial de 32% e

11%, respectivamente.

Tabela 3.2. Influéncia do pH nos pardmetros de imobilizacdo de L-arabinose isomerase em
quitosana ativada com 2% (m/v) de Glutaraldeido. Carga enzimatica oferecida de 5 mg de
proteina.g™ de gel (0,474 U.g" de gel) sendo rendimento de imobilizacdo (R)), atividade
teorica (Aty), atividade do derivado (Aty), atividade recuperada (Atg).

Amostras Atg(U.gY) R (%) At(U.gh) Atg(%)
Acetato de s6dio 50 mM, pH 5,6 0,018 100 0,474 3,7
Fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0 0,033 62 0,295 11
Bicarbonato de sédio 50 mM, pH 10,0 0,079 35 0,168 47

Analisando os dados apresentados na Tabela 3.2, pode-se observar que, apesar do
alto rendimento de imobilizacdo (100%), quando se utilizou o tampdo acetato de sédio 50
mM, pH 5,6, obteve-se uma atividade recuperada de apenas 4%. Com relacdo a imobilizacdo
em tampdo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0, obteve-se um rendimento de 62% e uma maior
atividade recuperada (11%), que o ensaio anterior. Para o ensaio em tampdo carbonato de
sodio pH 10,0, apesar de apresentar menor rendimento de imobilizacdo (35%), o
biocatalisador obtido pela imobilizacdo de L-Al em quitosana ativada com glutaraldeido
apresentou maior atividade recuperada (47%) e uma maior atividade do derivado (0,079 U.g°
1), comparada com os outros ensaios.

Diante disto, percebe-se um comportamento inversamente proporcional entre

rendimento de imobilizacdo e atividade recuperada. Assim, para o derivado obtido a partir da
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utilizacdo do tampédo acetato de sédio 50 mM, pH 5,6, pode ser justificado pelo conceito
overcrowd, o qual representa a sobrecarga de enzima na superficie do suporte, reduzindo
desta forma a acessibilidade do substrato ao sitio ativo, causando impedimento estérico,
limitando a atividade enzimatica (Pezzella et al., 2014).

Para o derivado obtido a partir da utilizacdo do tampao bicarbonato de sédio 50
mM, pH 10,0, pode-se observar que os 35% de enzima imobilizada, possivelmente
apresentaram atividade enzimatica, apresentando 47% de atividade recuperada.

Outro parametro que possa ter influenciado no presente resultado seria o tempo de
incubacdo de 12h. Para imobilizacdo utilizando qualquer um dos tampdes de estudo, este
tempo pode ter sido superior ao necessario, gerando provaveis distor¢des da estrutura proteica
da enzima, uma vez que a imobilizacdo de enzimas em suportes ativados com glutaraldeido é
extremamente rapida, devido a alta reatividade desse agente ativante, além de gerar ligacOes
estaveis entre grupos amina do suporte e residuos de amina de proteinas (Alonso, 2005;
Elkaoutit et al., 2011).

Ainda de acordo com a Tabela 3.2, pode-se verificar que a atividade do derivado
tende a aumentar com o aumento do pH de imobilizacdo, um dos mais importantes parametros
de atividade enzimatica, assim como a atividade recuperada. Estes resultados para o0s
catalisadores imobilizados em pH 10 reticulados com glutaraldeido, confirmam a importancia
do pH durante a imobilizacdo: a pH 10,05 a multipontualidade é favorecida quando
comparado ao pH 7,0 e um maior nimero de grupos amino de lisinas devem estar
desprotonados e prontos para reagir com os aldeidos do suporte (Adriano et al., 2011).

Ao fim do processo de imobilizacdo, foi realizada uma anélise qualitativa da
amostra por eletroforese. Testes de dessor¢do com NaCl 1M, a temperatura ambiente, também
foram realizados visando a avaliacdo da ligacdo covalente. Estes resultados sao apresentados a

sequir.

3.3.4. Analise da massa molar da L-arabinose isomerase por eletroforese

Determinou-se a concentracdo de proteina no extrato enzimatico através do
método de Bradford (1976), que foi de 4,3 mg.mL™ para amostra enzimética concentrada em
Speed Vac Concentrator Plus (Eppendorf, Hauppauge, NY, USA); 1,8 mg.mL™ para o extrato
enzimatico bruto; 1,4 mg.mL™ para o branco inicial a imobilizacdo e 0,3 mg.mL™ para o

sobrenadante ap0s a imobilizacdo. Para a determinacdo da massa molar da enzima, utilizou-se
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uma concentracdo de 20 pg de proteina para analise de eletroforese. Os perfis eletroforéticos
da amostra do extrato enzimatico evidenciaram a presenca de diversas espécies protéicas, de
baixa massa molar e alta massa molar, no extrato enzimatico, e apresentou pouca evidéncia de
proteina no sobrenadante apds 12h, para os catalisadores imobilizados em pH 10 reticulados

com glutaraldeido (Figura 3.2).

220 kDa
170 kDa
97 kDa
76 kDa
66 kDa i
53 kDa |

45 kDa

30kDa

'20.1 kDa

14.4 kDa

Figura 3.2. Eletroforese. 1- Marcador de alto peso molecular; 2 — Marcador de baixo peso
molecular; 3 e 4 — Duplicata do Extrato enzimatico da (L-Al) concentrado; 5 e 6 — Duplicata
do Extrato enzimatico bruto; 7 e 8 — Duplicata do Branco inicial da imobilizacdo em pH 10;
9 e 10 — Duplicata do Sobrenadante depois da imobilizagdo em pH 10.

De acordo com resultados de Manzo et al. (2010), a enzima L-arabinose
isomerase nativa de Enterococcus faecium, a mesma utilizada no presente estudo, possui
quatro bandas principais, sendo uma de maior peso molecular préximo a 50 KDa, visto
através da Figura 3.2. As massas moleculares das (L-Al) produzidas por outras bactérias
foram de 57 kDa para L-Al de T. maritima (Lee et al., 2004), 57 kDa para L-Al de T.
neapolitana (Kim et al., 2002), 56 kDa para L-Al de E. coli (Patrick e Lee, 1968), 55 kDa
para L-Al de M. smegmatis (Izumori et al., 1978), 55 kDa e 54 kDa para L-Al de T. mathranii
(Jorgensen et al., 2004 e Liang et al., 2012), 53 kDa para L-Al de Lactobacillus fermentum
(Xu et al., 2012).
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3.3.5. Avaliagdo do enlace enzima-suporte ativado por glutaraldeido

Estudou-se o tipo de enlace estabelecido entre a enzima e o suporte ativado por
glutaraldeido. Observou-se que a enzima permaneceu imobilizada, ndo houve dessorcédo da L-
Al, mesmo ap0s incubacdo em um meio fortemente idnico na presenca de NaCl, a atividade
relativa inicial se manteve ao final da analise em aproximadamente 88%. Isto comprova que

se formaram ligacOes de natureza covalente entre a enzima e o suporte (Tabela 3.3).

Tabela 3.3. Dessorc¢édo da L-Al imobilizada via incubacdo em NaCl 1M por 12 horas.

Atividade inicial (U.g™) Atividade final apds 12 horas de
incubacdo em NaCl 1M (U.g™)
0,068 £ 0,008 0,060 £ 0,002

A andlise de proteina da solucdo de alta forca ibnica (NaCl 1M) também foi
acompanhada em tempos pré-determinados, e obtiveram-se resultados negativos,
comprovando a ndo existéncia de proteina no sobrenadante demonstrando a natureza

covalente das interagdes enzima e suporte.

3.3.6. A estabilidade térmica da enzima soltvel e imobilizada em quitosana

Segundo Zhang et al. (2009), a estabilidade térmica da enzima pode ser refletida
na eficiéncia do método de imobilizacdo. Portanto, avaliou-se a estabilidade térmica dos
derivados de quitosana ativada por glutaraldeido, produzidos a partir diferentes condicdes de
imobilizacOes (acetato de sédio 50 mM pH 5,6; fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 e bicarbonato
de sddio 50 mM pH 10,0), a 60 °C.

A Figura 3.3 mostra a estabilidade térmica da enzima soltvel e imobilizada. O
modelo de Sadana-Henley de desativagdo foi ajustado aos pontos experimentais (atividades

relativas da L-Al para diferentes tempos de incubacéo a 60 °C).
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Figura 3.3. Estabilidade térmica a 60 °C da (#) L-arabinose isomerase soltvel e dos derivados
ativados com glutaraldeido, com imobilizagcdo a (A) pH 5,6; (o) pH 7,0; (o) pH 10,0, com

carga oferecida de 5mg proteina.g ™ gel.

Os tempos de meia-vida calculados a partir do modelo de inativacdo térmica
ajustado aos dados experimentais (Figura 3.4) para os biocatalisadores preparados sao listados

na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Valores estimados para as constantes de desativacdo térmica Ky, tempo de meia
vida e fator de estabilizacdo em funcdo do tipo de imobilizacdo, aplicando o modelo de

Sadana-Henley (1987).

Condicdes de Kq (h™) R’ ty(h) Fator de
imobilizacdo estabilizacdo
Enzima soluvel 0,93 0,90 0,94 -
Imobilizacdo em pH 5,6 0,88 0,89 1,84 1,95
Imobilizacdo em pH 7,0 1,72 0,95 0,45 0,47

LAI soltvel e imobilizada foram inativados a 60 °C, pH 5,6 e 7,0 (tampdes acetato
de sodio 50 mM e fosfato de soédio 50 mM). Observou-se uma inativacdo térmica muito
répida nas imobilizagdes feitas em acetato de sédio 50 mM pH 5,6 e fosfato de sddio 50 mM

pH 7,0, obtendo-se valores t;» 1,84 h e 0,45 h, respectivamente.
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O modelo de inativacdo térmica da enzima soluvel seguiu Sadana-Henley (1987),
com atividade catalitica rapidamente reduzida (em aproximadamente 0,94h).

A enzima imobilizada em quitosana-glutaraldeido, em condi¢des tampéo
bicarbonato de sddio 50 mM pH 10, mostrou uma atividade catalitica mais estavel
termicamente apds 30 horas de incubacdo a 60 °C, que a enzima soluvel e os derivados
obtidos a pH 5,6 e 7,0 (Figura 3.3).

Estes resultados confirmam a importancia do pH durante a imobilizacéo: a pH 10,
a multipontualidade ¢é favorecida quando comparado ao pH 5,6 e 7,0, pois se formam varias
ligacGes quimicas fortes entre a enzima e 0 suporte, tornando a estrutura da enzima mais
resistente aos desdobramentos. Assim, a enzima quimicamente e fortemente ligada ao suporte,
comparada a enzima solvel, serd mais resistente a inativacao térmica (Tardioli, 2003).

Segundo Gomes et al. (2007), a maior estabilidade ao calor apresentada pela
enzima L-arabinose isomerase de termdfilo, comparada com sua equivalente mesofilica, tem
sido atribuida & interacdo com fons metais divalentes, como Mn?*, os quais S&0 responséveis
pela estabilizagdo da estrutura da proteina, e neste trabalho o cofator Mn®* é utilizado em
solucdo tampdo durante a anélise da estabilidade térmica até a atividade enzimatica.

Outros resultados foram obtidos por Kim et al. (2003), que utilizaram a enzima L-
arabinose isomerase de Geobacillus stearothermophilus (Gali152), imobilizada em alginato e
observaram a pH 8,0 que a atividade da enzima livre diminuiu com o aumento do tempo de
reacdo. A atividade foi reduzida para 86,3%, a 60 °C, apds 60 min, e a atividade diminuiu
drasticamente em temperaturas acima de 70 °C. O t 4, (h) da enzima imobilizada a 60 °C foi
cerca de 50 vezes mais elevado do que o da enzima livre, e a termoestabilidade da enzima
imobilizada acima de 60 °C reduziu drasticamente. Jung et al. (2005), trabalharam com
enzimas (Gali 152) imobilizadas em alginato de sddio, obtiveram a pH 8,0 uma reducédo da
atividade enzimatica tanto para as enzimas livres quanto para imobilizadas, quando
submetidas ao aumento do tempo e temperatura. Para as reacdes a temperaturas acima de 60
°C obtiveram um t 4, (h) de 2,8 e 144h, para enzimas livres e imobilizadas, respectivamente.

3.3.7. A estabilidade operacional do derivado de quitosana
A fim de investigar a estabilidade operacional, com vista a aplicacdes praticas, da

enzima L-Al durante a producdo de D-tagatose, verificou-se a estabilidade do melhor

derivado obtido, enzima imobilizada em quitosana-glutaraldeido em pH 10,00. A enzima
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imobilizada foi reciclada e utilizada varias vezes, e, em seguida, as atividades da isomerase

foi monitorizada (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Estabilidade operacional da L-arabinose isomerase imobilizada em quitosana

reticulada com glutaraldeido. Atividade inicial foi definida como 100%.

Neste estudo observou-se que ao longo dos 10 ciclos, a L-Al imobilizada em
quitosana reticulada em glutaraldeido, manteve sua atividade relativa aproximadamente em
mais de 80 %.

Rhimi et al. (2007) utilizando a L-Al imobilizada em particulas de alginato de
sodio ao longo de 8 ciclos, obtiveram mais de 70% da sua atividade inicial ao final do ultimo
ciclo. Xu et al. (2012), estudaram a imobilizacdo de células de L-arabinose isomerase em
particulas de alginato, obtiveram uma taxa de 56% de conversdo em 8 ciclos. Resultados
superiores foram encontrados neste estudo com a imobilizacdo da L-Al nativa sobre suporte
de quitosana-glutaraldeido, que ao longo de 10 ciclos manteve sua atividade inicial

aproximadamente de 80%.

3.3.8. Estabilidade a estocagem em geladeira

Amostras de L-arabinose isomerase soltvel e imobilizada foram armazenadas na
geladeira (4 °C) durante 45 dias, visando avaliar sua estabilidade a estocagem. Verificou-se
que a enzima soltvel e imobilizada, manteve 100% da sua atividade quando estocada a 4 °C

por 15 dias, em solucdo tampdo acetato de sodio 50 mM pH 5,6. Apos esse periodo a
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atividade da enzima sollvel permaneceu constante por 30 dias, apresentando um decréscimo
em 45 dias de estocagem. Observou-se que apds 45 dias a enzima soltvel tinha 30% da sua
atividade enzimaética, enquanto que a enzima imobilizada manteve 53% ap6s 0 mesmo
periodo de tempo de armazenamento, confirmando o comportamento esperado para o

derivado sobre quitosana-glutaraldeido (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Estabilidade a estocagem a 4 °C da (m) enzima soltvel (extrato bruto) e (o)

enzima imobilizada.

3.3.9. Conversdes em tagatose utilizando enzima livre e imobilizada em reator batelada

Avaliou-se o0 desempenho da enzima soltvel do extrato bruto sem purificacéo, e
da enzima imobilizada (0,151 U para ambos 0s casos) na isomerizacdo da D-galactose em D-
tagatose em reator batelada. O meio reacional continha 0,4 M de D-galactose, o que equivale
a 72 gL' de solucdo de D-galactose, em tampdo acetato de sédio 50 mM pH 5,6
suplementado com MnCl, 0,01 M. A Figura 3.6 mostra os resultados do ensaio em batelada
para os catalisadores livre e imobilizado, a 50 °C avaliados durante 7h de reacdo. Observa-se
um aumento da concentracdo de D-tagatose no tempo de 4h de reacdo para a enzima soltvel.
Apdbs esse tempo o rendimento de conversdo em tagatose é praticamente constante para
enzima soltvel. Observou-se um crescente aumento de tagatose ap6s 3 h de reagdo para a

enzima imobilizada.
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Figura 3.6. Isomerizagdo da D-galactose em D-tagatose em reator batelada a 50 °C por 7h

catalisada pela enzima L-Al (m) sollvel e (o) imobilizada.

De acordo com trabalhos na literatura, observou-se que serdo necessarios estudos
futuros com relagdo ao aumento do tempo de reacéo e a utilizacdo de uma maior concentragdo
de enzima no extrato enzimatico, para auxiliar no melhoramento do processo e talvez uma
maior conversdao em tagatose. Contudo, segundo Hong et al. (2007), quanto maior a
concentracdo de galactose no reator, maior o tempo para atingir o ponto de equilibrio de
conversdo em tagatose, portanto aumentar a concentracdo inicial de D-galactose também seria
um passo a ser avaliado para melhor obtencdo de D-tagatose na conversdo. Pode-se observar
em alguns trabalhos discutidos a seguir, que obtiveram bons resultados na conversdo de D-
galactose em D-tagatose, porém é importante salientar que foram utilizadas condigdes
diferentes, quanto, concentracfes de substrato maiores, tempo de reacdo mais longo, e
maiores temperaturas.

Liang et al. (2012) revelaram que a reacdo de conversdo atingiu o seu equilibrio
dentro de 20 h, utilizando a enzima livre em meio Tris—HCI pH 8,0 a 60 °C, e obtiveram em
condicbes de equilibrio, 198 mM (35,6 g.L™") de D-tagatose, 0 que corresponde a um
rendimento de 39,5%, a partir de 500 mM de solucdo de D-galactose (90 g.L™?).

Kim et al. (2003), avaliaram a conversdo de 100 g.L™ galactose em tagatose a 60
°C, para enzima livre e imobilizada, utilizaram a quantidade de proteinas e a atividade da L-
arabinose isomerase, 10 mg e 4,64 U, respectivamente. A enzima livre converteu a galactose

em tagatose a uma taxa de 30,6% a 60 °C durante 16 h. No entanto, a enzima imobilizada
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produziu 58,2% a 60 °C durante 90 h. Jorgensen et al. (2004), utilizaram 300 g.L™* de solugo
de galactose (1,67 M) a 65 °C, e obtiveram uma concentracdo de tagatose de 700 mM em 48
horas, correspondendo a 42% de converséo.

Hong et al. (2007) operaram um reator com células de L-arabinose isomerase de
Thermotoga neapolitana imobilizadas (2.5 U em 12 ml), e obtiveram resultados com 0,5 M
D-galactose a 70 °C, convertidos em mais que 50% de conversdo apds 20 horas de operagédo
do reator.

Lim et al. (2008), estudaram a producéo de tagatose em bioreactor contendo 4,0
U.ml? da enzima imobilizada em esferas de quitosana e 100 g.L™ de galactose, a 70 °C, e
concluiram que quando o pH do meio foi mantido constante, o rendimento de conversdo da
tagatose das enzimas livre e imobilizadas foi cerca de 50 e 52% em 20h, respectivamente. No
entanto, apos 20h, a enzima livre estabilizou, enquanto que a enzima imobilizada continuou a
produzir tagatose durante 96 h.

Com excec¢do, tem-se Manzo (2012), que estudou o grau de conversdo do
substrato ao produto e obteve resultados satisfatorios em pouco tempo de reagdo enzimatica,
utilizando a enzima nativa purificada e concentrada, L-Al de E. faecium, a mesma utilizada
neste trabalho, empregou uma concentracao inicial de 500 mM de galactose em condicGes de
50 °C e pH 7,0, e obteve um rendimento de converséo de 38% em 3 h de reagdo enzimatica.
Este autor também estudou a conversdo a 42 °C, pH 7,0 e 250 mM de galactose, e alcangou
aproximadamente 25% de conversdo em 80 minutos de reacdo, em diferentes tempos de

reacao de 30 em 30 minutos.
3.3.10. Estimativa das constantes cinéticas Ky, € Vimax

Estudou-se o efeito da concentracdo de D-galactose (0,00625 a 1 M) na
velocidade inicial de reacdo catalisada por L-arabinose isomerase nativa, para producéo de D-
tagatose, 50 °C. Os dados experimentais da enzima nativa na forma sollvel e imobilizada,
foram determinadas através das constantes de Michaelis-Menten (K, € Vmax), € estdo

representadas na Figura 3.7.
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Figura 3.7. Ajuste ao modelo cinético de Michaelis e Menten a velocidade de isomerizagdo
catalisada por L-arabinose isomerase nativa, determinados a tampdo acetato de sédio 50 mM,
pH 5,6 e cofator 1 mM MnCl,, a 50 °C. L-arabinose isomerase sollvel (m) e imobilizada (e).

Modelo de uma cinética hiperbolica através do software Origin 8.1.

Os valores dos parametros obtidos pela regressdo ndo-linear da equacdo de
Michaelis-Menten para a converséo de D-galactose foram Vs = 0,010 mM.min™ e K, = 177
mM, para enzima nativa na forma solavel e Vs = 0,015 mM.min™ e K, = 289 mM, para
enzima nativa imobilizada. Observa-se um bom ajuste dos modelos cinéticos aos dados
experimentais da enzima livre e imobilizada, com R? de 0,92 e 0,98, respectivamente.

Observou-se maior afinidade ao substrato pela enzima soltvel quando comparada
com a enzima imobilizada, apresentando-se menor valor de Ky, possivelmente tenha ocorrido
alguma modificacdo com a imobilizacdo da enzima, refletindo na reducdo da afinidade pelo
substrato.

De acordo com resultados de Torres et al (2014), a enzima nativa L-arabinose
isomerase de Enterococcus faecium, a mesma utilizada no presente estudo, apresentou valores
das constantes (Kn) de 101, 71 e 35 mM para D-galactose, determinados a 30, 40 e 50 °C,

respectivamente.
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3.3.11. Estudo de purificacdo preliminar do extrato enzimatico bruto da L-arabinose

isomerase

Estudos preliminares de purificacdo foram realizados utilizando como fase
estacionaria a resina DEAE-Sepharose, para cromatografia de troca idnica, utilizada na
proporcdo (1g: 10 mL de solucdo enzimética). A eluicdo foi realizada com um gradiente
escalonado com concentracGes crescentes de NaCl entre 25 mM a 300 mM. Foram feitos

estudos em modo batelada e continuo e os resultados encontram-se expostos na Figura 3.8.

Hl batelada
| 222 continuo

3,0

AE (U.mg")

Fragoes

Figura 3.8. Grafico de eluicdo de proteinas em atividade especifica durante a cromatografia
em DEAE-Sepharose em modo batelada e continuo. Elui¢do realizada com 1- 25 mM, 2- 50
mM, 3- 100 mM, 4- 150 mM, 5- 200 mM e 6- 300 mM, de NaCl em tampéo fosfato 50 mM,

pH 7,0.

Observou-se melhores resultados no ensaio de purificagio em modo batelada,
partiu-se de uma concentrago de proteina de 2,48 mg.mL™ e atividade enzimatica de 0,156
U. mL™. Ocorreu uma dessorcéo lenta e gradual da enzima, verificada através da atividade
enzimatica, utilizando forcas idnicas reduzidas (fragdes 1, 2 e 3), porém houve uma baixa
dessorcdo de proteina. Verificou-se que somente a partir da fracdo 4 (NaCl 150 mM)
apresentou uma maior atividade enzimatica, dentre as demais fracdes utilizadas, obtendo-se
atividade enzimética de 0,157 U. mL™, indicando uma maior recuperacdo da enzima de

interesse (L-Al), Figura 3.8. Em seguida, analisou-se também, uma significativa atividade
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enzimatica de 0,138 e 0,136 U. mL™, nas fracées 5 e 6, eluidas com NaCl de 200 e 300 mM,
respectivamente, no ensaio de purificacdo em modo batelada, Figura 3.8.

Na purificagio em modo continuo, obtiveram-se resultados insatisfatorios na
recuperacdo da enzima, pois baixas concentracdes de proteina foram recuperadas e observou-
se uma menor recuperacdo da enzima de interesse, quando comparada ao tratamento anterior.
Como resultado, tanto na recuperacdo da atividade enzimatica e da purificacdo, considerou-se

que esta técnica nao foi adequada para uma purificacdo preliminar desta enzima.

3.4. CONCLUSOES PARCIAIS

O extrato enzimatico contendo L-Arabinose isomerase foi submetido &
eletroforese em gel, o que permitiu a visualizacdo de varias bandas protéicas e revelou a
presenca de uma proteina mais expressiva com massa molar entre 45 KDa a 53 kDa. O
tampdo acetato de sddio 50 mM (pH 5,6) revelou-se como a melhor solucdo tamponante para
a determinacdo da atividade da enzima solUvel L-arabinose isomerase, e foi utilizado para as
demais analises com esta enzima. Em relacdo as condi¢bes de imobilizacdo, a melhor
atividade recuperada foi obtida utilizando-se a pH 10,0, tamp&o bicarbonato de s6dio 50 mM.
A atividade do derivado tendeu a aumentar com o aumento do pH de imobilizagcdo, um dos
mais importantes parametros de atividade enzimatica. O glutaraldeido foi o melhor agente
ativante sobre o suporte de quitosana, devido a alta reatividade desse agente ativante, além de
gerar ligacOes estaveis entre grupos amina do suporte e residuos de amina de proteinas. A
imobilizacdo possibilitou o reuso da enzima, através da estabilidade operacional do deridado,
foi mais estavel termicamente que a enzima solUvel, apresentou maior tempo de estocagem e

maior atividade catalitica.
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4. CLONAGEM, FERMENTACAO E EXTRACAO DA PROTEINA
RECOMBINANTE L-ARABINOSE ISOMERASE DE Enterococcus faecium

Ha alguns relatos de producdo da enzima L-arabinose isomerase a partir de
diferentes espécies de bactérias do género Lactobacillus e Enterococcus (Chakravorty, 1963;
Cheetham e Wootton, 1993; Zhang et al., 2007; Xu et al., 2012; Torres et al., 2014), no
entanto, a maioria dos trabalhos para a producdo da L-Al utilizam micro-organismos
recombinados, utilizando principalmente a E. coli como bactéria hospedeira (Oh et al., 2001;
Yoon et al., 2003; Ryu et al., 2003; Kim et al., 2003; Jgrgensen et al., 2004; Manjasetty et al.,
2006; Prabhu et al., 2008; Zhang et al., 2009; Rhimi et al., 2010; Liang et al., 2012), devido
as taxas de reacdo de isomerizacdo em D-tagatose serem muito lentas em processos
industriais, quando utilizada a enzima nativa (Kim, 2001; Oh et al., 2006). Portanto, este
Capitulo 4 trata da producdo da enzima de interesse, L-arabinose isomerase recombinante,
com propriedades satisfatorias para sua posterior purificagdo por cromatografia de afinidade.
Efetuou-se a insercdo de um dominio de 6 histidinas em um dos extremos da sequéncia da
enzima (C-terminal e N-terminal). Estudou-se a atividade e estabilidade da enzima produzida,
para avaliar se a transformacdo efetuada teve efeitos positivos ou negativos sobre a sua
aplicabilidade industrial. Portanto, deste capitulo em diante trabalhou-se com a enzima

recombinante.

4.1. OBJETIVOS

Cumpriram-se 0s seguintes objetivos:

1. Selecdo e construcdo dos plasmideos pBAD His-A-A-236 e PET 29a (+) P 209
ARA, com funcdo de produzir a proteina L-arabinose isomerase de Enterococcus faecium;

2. Expressdo dos plasmideos selecionados nas respectivas cepas hospedeiras
selecionadas de Escherichia coli DH10B e BL21 (DE3);

3. Fermentacdo, extracdo e obtencdo de extratos enriquecidos em L-arabinose
isomerase de Enterococcus faecium;

4. Ensaios enzimaticos e de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), a
fim de determinar a atividade enzimatica e a presenca da proteina em estudo;

5. Caracterizagéo cinetica da proteina produzida:

5.1. Efeito do pH
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5.2. Efeito da temperatura
5.3. Estabilidade frente ao pH
5.4. Estabilizadade frente a temperatura
5.5. Cinética enzimatica
5.6. Rendimento de Bioconversdo de D-galactose em D-tagatose

4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Plasmideo

Os plasmideos e vetores de expressdo (pBAD His-A-A-236 e PET 29a (+) 209)
utilizados neste trabalho foram construidos pelos Dr. José Luis Garcia, professor de
investigacdo do Centro de InvestigacGes Bioldgicas e Dr. Benevides Costa Pessela, cientifico
titular, ambos do Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), em Madrid-
Espanha. O DNA gendmico isolado de Enterococcus faecium (gen ara) foi gentilmente
cedido pelo Dr. Enrique José Mammarella, do Consejo Nacional de Investigaciones
Cientificas y Técnicas (CONICET), em Santa Fé - Argentina.

4.2.2. Enzima

Extratos enriquecidos em L-arabinose isomerase (L-Al) foram produzidos usando
cepas de E. coli, DH10B com o plasmideo no vetor de expressdo pBAD His-A-A-236 e BL21
(DE3) com o plasmideo no vetor PET 29a (+)P 209 ARA, e foram nomeadas neste trabalho,
respectivamente, de LAI-DH10B e LAI-BL21.

As duas cepas recombinantes foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB)
contendo os antibidticos adequados para a selecdo das bactérias transformadas (ampicilina
25% ou kanamicina 50%), induzidas com 1mM IPTG (Isopropil-1-thio-B-D-
galactopiranosideo) e 0,5% L-arabinose, respectivamente, a 37 °C e 200 rpm, overnight (12h).
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Tabela 4.1. Composi¢cdo do meio LB, pH final do meio 7,0/ 25 °C.

Componentes Concentracéo (g.L™)
Triptona 10
Extrato de levedura 5
NaCl 5

4.2.3. Preparacdo das cepas DH10B e BL21 (DE3) competentes

As bactérias competentes foram preparadas de acordo com protocolo proposto por
Ausubel et al., 2003. As cepas competentes utilizadas neste trabalho (Escherichia coli DH10B
e BL21 (DE3)) foram gentilmente cedidas pelo Departamento de Biologia Molecular do

Centro de Investigaciones Biologicas, CIB-CSIC em Madrid.

4.2.4. Transformacdo de Escherichia coli DH10B e BL21 (DE3) competentes com 0s

plasmideos correspondentes

A transformagcdo das cepas competentes de E. coli foi realizada através de choque
térmico, protocolo de Sambrook el al., 1989. As cepas competentes foram retiradas de -80 °C
e deixadas em repouso em banho de gelo por 15 minutos para descongelar. Um volume (50
puL) de tampdo TE (Tris-HCI e EDTA pH 8,0) foi adicionado a um eppendorf contendo o
plasmideo. A mistura foi incubada a 55 °C, por 10-15 minutos e seguida de banho de gelo.
Adicionaram-se 2 pL do plasmideo no eppendorf contendo a cepa competente, colocando-se
por 10 min em gelo, seguida de choque térmico a 37 °C por 3 minutos. Apds este tempo, as
bactérias foram colocadas novamente em gelo por 5 minutos e adicionadas de 1 mL de meio
LB (Luria-Bertani). A suspensdo foi incubada sob agitacdo a 350 rpm por 1h a 37 °C.
Posteriormente, estas células foram repicadas em meio LB sélido, mediante adicdo de 2% de
agar bacterioldgico (Difco), contendo os antibiéticos adequados para a sele¢do das bactérias
transformadas (ampicilina 25% ou Kanamicina 50%), a diferentes diluicdes 107, 102 e 10°,
Apobs a semeadura, incubaram-se as placas a 37 °C por 12h (overnight). As colonias isoladas
foram novamente repicadas em placas de LB sdlido, divididas em 8 partes, submetidas a 37
°C, por 12h e posteriormente cultivadas em 10 mL de caldo LB com o correspondente
antibidtico, a 37 °C por 12h. Apds esse periodo, os cultivos foram utilizados para analisar a

presenca do plasmideo contendo o inserto de interesse, e outra parte preparou-se estoques em
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glicerol estéril a 10% e armazenadas a -80 °C. Tomaram-se pequenos volumes de cada uma
das coldnias cultivadas para sua analise por eletroforese. Todas as etapas foram realizadas em

ambiente estéril.

4.2.5. Analise e isolamento dos plasmideos pBAD His-A-A-236 e PET 29a(+)P 209 ARA

Para analisar a presenca dos plasmideos contendo o inserto de interesse, utilizou-
se 0 High Pure Plasmid Isolation Kit, de acordo com instru¢des do fabricante. A partir dos
cultivos em meio LB contendo os antibidticos adequados para a selecdo das bactérias

transformadas, tal como o esquema mostrado na Figura 4.1.

4 N
Ressuspendeu-se 0
s N pellet em 250 pL
Centrifugou-se 5 mL do cultivo de  |o” %
Descartou-se o | «— ) ) de tamp&o RNase
E.coli transformada, 12 min, a 6000 x \ J
sobrenadante \ J e N
# Acrescentou-se
Agitou-se gentilmente, e incubou-se |~ 250 uL de.tampéo
por 5 min a temperatura ambiente L Lysis )
i s A
( Agitou-se gentilmente, e incubou-se A Acrescentou-se
griot-se g - x| 350 pL de tampdo
Descartou-se o | «— | Por 5 min em gelo. Centrifugou-se por Binding
pellet 10 min em méaxima rotag&o \ )
N J

Transferiu-se apenas o sobrenadante

Descartou-se o | «— para o ultrafiltro (High Pure filter
centrifugado tube), centrifugou—s? no maximo, por
9 1 min ) Acrescentou-se
# 500 pL de tampéo
’ N - - / de lavagem |
Descartou-se o «— | Centrifugou-se a 13,000 x g por 1 min
centrifugado da lavagem | e a
N J $ Acrescentou-se
p . Centrifugou-se a 13,000 x g por 1 min |« | 700 pL de tampao
Descartou-se 0 « 7 L de lavagem II )
centrifugado da lavagem I1 p N
N J Centrifugou-se a 13,000 x g por 1 min [o,~"|  Acrescentou-se
# 100 pL de tampédo
de eluicdo

Plasmideo purificado DNA

Figura 4.1. Fluxograma demonstrando o isolamento dos plasmideos.
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4.2.6. Expressao

Para a expressdo dos plasmideos mencionados nas respectivas cepas E. coli
DH10B e E. coli BL21 (DE3) selecionadas, testes de expressdao foram realizados em
experimentos de crescimento sem e com indutores (ImM IPTG e/ou 0,5% L-arabinose).
Utilizou-se o meio de cultivo Luria-Bertani (LB), (Sambrook et al., 1989), liquido ou sélido
mediante adicdo de agar bacterioldgico (Difco) em uma concentracdo de 2% (Pessela, 2002),
suplementados com ampicilina (25%) para as cepas E. coli DH10B e com kanamicina (50%)
para as cepas E. coli BL21 (DE3). Os experimentos foram realizados utilizando um pré-
indculo de 3 %, incubados a 37 °C sob agitacdo de 200 rpm até atingir uma DOgqo entre 0,2-
0,5. Posteriormente, o pré-indculo (3%) foi transferido ao meio de cultivo LB (1 Litro)
contendo o antibidtico apropriado, incubados, inicialmente, a 37 °C até alcancar uma DOgg
entre 0,5-1, aproximadamente 3h de cultivo. Os experimentos de inducdo foram realizados,
utilizando 0,5% L-arabinose em E. coli DH10B e 1mM IPTG em E. coli BL21 (DE3),
incubados a 30 °C, sob agitacdo de 200 rpm, e a L-Al foi induzida e expressada, overnight.
Todas as etapas de expressdo da enzima foram realizadas em ambiente estéril.

Posteriormente os cultivos foram centrifugados a 6.000 x g, por 20 min a 4 °C. O
precipitado (pellet) foi ressuspendido em tampédo fosfato de sédio 5 mM, pH 7,0. Para a
ruptura das células, utilizou-se uma prensa de alta pressao (French Press, a 1100 psi) (Pessela,
2002). Apds a ruptura, as amostras foram centrifugadas a 15.000 x g, por 20 min a 4 °C. Os
sobrenadantes obtidos foram separados e analisados por eletroforese SDS-PAGE 12% para

verificar o rendimento da proteina de interesse.

4.2.7. Ensaios de expressdo para aumentar a biomassa e a concentracdo de enzima de

interesse

Os ensaios de expressdo para aumentar a concentracdo da enzima L-arabinose
isomerase (L-Al) foram realizados da mesma forma descrita no item 4.2.6, utilizando um pré-
indculo a 10% e um meio de cultivo mais rico em nutrientes TB-Terrific Broth (Tabela 4.2),

para alcancar uma DOgoo de aproximadamente 2, e posteriormente adicionar os indutores.
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Tabela 4.2. Composi¢do do meio TB (Moldes, 2014), pH final do meio 7,5/ 25 °C.

Componentes Concentracéo (g.L™)
Triptona 12
Extrato de levedura 24
Fosfato de potassio monobasico 2,2
Fosfato de potassio dibasico 9,4
Glicerol 0,4%

4.2.8. Ensaios de atividade enzimética

Seguiu-se, a partir deste capitulo, com a determinacdo da atividade enzimatica da
L-Al segundo Hung et al. (2014). Utilizou-se como substrato uma solugéo de 0,4 M de D-
galactose (Sigma) em tampdo acetato de sédio 50 mM pH 5,6 suplementado com 1 mM
MnCl,. As amostras foram incubadas a 50 °C, por 1h. A quantidade de D-tagatose foi
avaliada mediante o ensaio colorimétrico pelo método acido sulfurico cysteina-carbazol. A
leitura foi realizada em espectrofotometro a 560 nm (Dische and Borenfreund, 1951). Uma
unidade (U) de atividade da L-Al foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
produzir 1 umol de D-tagatose em 1 min nas condicdes de ensaio.

A atividade enzimaética da enzima pode ser escrita como segue na Equacéo 7:

AE _ [TAG](mM)*VT(uL)
g, =
iy~ Ve * tomim)

()
AE é a atividade enzimatica (U. mL™) para a enzima livre, TAG é a concentracio

de D-tagatose (mM), obtida através da curva padrdo de D-tagatose (Sigma), V; é o volume de

reacdo (ML), Ve é volume de enzima (uL) e t é o tempo de reacdo (min).
4.2.9. Quantificacdo de proteinas
A concentracdo de proteina presente no extrato enzimatico foi determinada pelo

método colorimétrico de Bradford, usando albumina de soro bovino (BSA) como padréo
(Bradford, 1976).
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4.2.10. Analise da massa molar da L-Arabinose Isomerase

As eletroforeses se realizaram de acordo com Armisén (1997), em géis de
acrilamida em condi¢cbes de desnaturacdo na presenca de SDS de acordo com o método de
Laemmli (1976), com algumas modificacdes descritas a seguir. A porcentagem (p/v) de
poliacrilamida utilizada foi de 12%. As proteinas foram visualizadas por coloragdo com
Coomassie Brilhante Blue. As amostras foram preparadas por desnaturalizagdo com 1% de
SDS, 2,5% de mercaptoetanol, a 100 °C durante 5 min. Para as amostras de derivado, depois
da desnaturalizacao, centrifugou-se e retirou-se o sobrenadante contendo a proteina adsorvida
ao suporte. As amostras foram analisadas a temperatura ambiente, 150V, por
aproximadamente 60 min em uma unidade de eletroforese SE 250-MIGHTY SMALL Il
(Hoefer), empregando uma fonte de alimentacdo da Pharmacia Biotech. (Electrophoresis
Power Supply - EPS 600).

4.2.11. Caracterizacdo cinética da proteina produzida

4.2.11.1. Influéncia do pH e da temperatura na atividade enzimatica

A influéncia do pH sobre a atividade enzimatica da L-arabinose isomerase (L-Al)
foi determinada utilizando os tampdes acetato de sédio 50 mM pH 5,6, fostato de sodio 50
mM pH 7,0 e bicarbonato de s6dio 50 mM pH 10.

A influéncia da temperatura sobre a atividade enzimatica da L-arabinose
isomerase (L-Al) foi realizada com ensaios de atividade enzimética em pH 7,0, nas
temperaturas de 25, 50, 75 e 90 °C.

Para a determinacdo da atividade enzimatica, seguiram-se as condicdes de ensaio

definidas anteriormente no item 4.2.8.

4.2.11.2. Estabilidade frente ao pH e temperatura para a L-Al

L-arabinose isomerase (L-Al) foi incubada em tampéao fosfato de s6dio 50 mM,
pH 7,0, a 60 °C durante 60 min. Periodicamente, aliquotas foram retiradas, colocadas
imediatamente em banho de gelo e em seguida as atividades eram medidas atraves da

producdo de D-tagatose, como descrito anteriormente.
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Para estudar a estabilidade ao pH da L-Al, a enzima foi incubada a temperatura
ambiente (25 °C) em diferentes sistemas tampdes, tais como acetato de sédio 50 mM pH 5,6,
fosfato de s6dio 50 mM pH 6,0, 7,0, 8,0 e bicarbonato de s6dio 50 mM pH 10,0, em todos 0s

casos adicionou-se 1mM MnClI, como cofator e a reacdo ocorreu durante 2h.

4.2.12. Estimativa das constantes cinéticas Ky, € Vimax

Os ensaios para determinacdo das constantes cinéticas foram realizados com
diluicdes do substrato D-galactose (Sigma) em tampédo acetato de sdédio 50 mM, pH 5,6,
MnCl, como cofator. Utilizou-se concentra¢bes 0,00625, 0,0125, 0,025, 0,05, 0,1, 0,3, 0,5,
0,6, 0,8 e 1 M. As reacOes ocorreram a 50 °C em banho termostatizado. Para calcular as
constantes cinéticas (Kn e Vmax) realizou-se um ajuste ndo linear do modelo de Michaelis-

Menten aos dados experimentais utilizando-se o software Origin 8.1.

4.2.13. Rendimento de bioconversédo de D-galactose em D-tagatose

Para a determinacdo da porcentagem da bioconversdao de D-galactose em D-
tagatose através da enzima L-arabinose isomerase, incubou-se a enzima a 0,4 M de D-
galactose em tampédo acetato de sédio 50 mM, pH 5,6, MnCl, como cofator. Diferentes
tempos de incubacdo foram avaliados, por 96 h de ensaio, e determinou-se a quantidade total
de D-tagatose produzida, expressada em porcentagem em funcdo da quantidade inicial de D-

galactose por funcao do tempo.
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Construcdo do plasmideo para produzir a proteina L-arabinose isomerase
A clonagem do gene ara, para a producgédo da L-arabinose isomerase, foi realizada
com sucesso nos vetores de expressdo: pET29a e pBAD/HisA. Estes plasmideos contém

varios elementos importantes que compdem o vetor. A Figura 4.2 apresenta 0 mapa do vetor

pET?29a induzivel com Kanamicina.
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Figura 4.2. Mapa do Vetor pET29a. Este plasmideo contém uma regido para resisténcia a

Kanamicina (Kan), o gene lacl, uma origem f1 de replicagéo.

Os genes foram introduzidos nas zonas de restricdes em Xbal-Xhol para pET29a

e Ncol-EcoRI para pBAD/HisA, ambos alinhados e otimizados para E. coli. Para o vetor

pET29a fusionou-se uma cauda de seis histidinas no extremo C-terminal, enquanto que no

vetor pBAD/HisA foi introduzida sequéncia de seis histidinas na regido do N-terminal, ambos

para facilitar sua purificacdo por afinidade a suportes imobilizados com quelatos metalicos. O

vetor pET29a contém uma pequena sequéncia que confere resisténcia ao antibidtico

Kanamicina (Kan), e um promotor que promove inducdo por IPTG. Engquanto que o vetor

pBAD/HisA conferiu uma regido de resisténcia ao antibiotico ampicilina (Amp), com uma

regido de inducdo por L-arabinose. A Figura 4.3 apresenta 0 mapa do vetor pBAD/HisA

aberto, a titulo de informacé&o.
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Figura 4.3. Mapa do Vetor pBAD/HisA aberto (INVITROGEN), onde aparecem todas
modificacGes e o residuo de histidinas introduzidos.

A fim de confirmar a presenca do inserto nos clones selecionados, purificaram-se

os plasmideos e em seguida, realizou-se uma eletroforese de DNA em géis de agarose a 0,7%.

A Figura 4.4 apresenta o perfil dos plasmideos que foram utilizados para a clonagem posterior
em E. coli DH10B e BL21 (DE3).
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Figura 4.4. Eletroforese em Agarose (0,7%) da purificacdo dos plasmideos utilizados para
todas as modificacBGes presentes nesta tese. 1 é o padrdo de massa molecular Lambda BstE 1I.
2 e 3 sdo os plasmideos puros utilizados na etapa de expressdo para produzir a enzima de
interesse (L-Al). Os fragmentos de DNA no gel foram visualizados em transiluminador UV a
365 nm.

Para realizar os processos de clonagem e expressdo foram utilizadas células
competentes E. coli DH10B e BL21 (DE3), capazes de amplificar a informagdo genética em
maltiplas coOpias, para produgdo de grandes quantidades da proteina recombinante. O
crescimento dos cultivos foi monitorado e medido a densidade 6dtica (DO) a 600 nm
empregando um espectrofotometro Shimadzu UV-260. Posteriormente analizou-se a tipologia
e a morfologia celular das bactérias estudadas na fase exponencial de crescimento, através de
um microscopio de contraste da Nikon OPTIPHOT-2 (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Imagens ao microscopio optico de cultivos na fase exponencial das cepas de E.
coli DH10B (A) e BL21 (DE3) (B) induzidas com L-arabinose e IPTG, respectivamente. As

células cresceram a 37 °C em meio de cultivo LB.

Observou-se a presenca de uma reduzida quantidade de corpos de incluséo (fracédo
insoltvel), pouco menos de 5% no meio, visto atraves da Figura 4.5B, verificando que maior
parte da proteina produzida era solUvel, uma caracteristica importante na producdo de enzimas
intracelulares, conferindo assim, sucesso nos ensaios de producdo da enzima de interesse.
Segundo Balduino (2009) muitas das expressdes de proteinas recombinantes em E.coli
produzem uma grande quantidade de corpos de inclusdo, que sdo proteinas agregadas e
insolGveis. Segundo Caruso (2007), a formacdo de corpos de inclusdo nem sempre é um
problema, também pode ser uma vantagem, pois podem proteger a proteina de interesse, que
estd pura, contra a degradacdo bacteriana e também facilitar a purificacdo, por serem
corpusculos densos, precipitados em baixa velocidade de centrifugacdo, enquanto a maior
parte das proteinas indesejaveis permanece no sobrenadante.

4.3.2. Fermentacdo e extracdo da proteina de interesse (L-Al)

Para estudar os rendimentos de obtencdo da enzima, inicialmente produziu-se a
enzima sem a presenca dos indutores de expressdo (L-arabinose ou IPTG, respectivamente
para as cepas DH10B e BL21 (DE3)). As células de E. coli foram cultivadas em meio LB
(Luria-Bertani), a 37 °C, e 200 rpm, overnight. Depois deste passo, as células foram
centrifugadas e rompidas por prensa de alta pressdo a 1100 psi. Para visualizar os niveis de
expressao e producdo das cepas, as amostras foram analisadas em eletroforese SDS-PAGE.
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Para aumentar estes niveis de producdo, uma segunda etapa durante a fermentacao
foi realizada. A producdo da enzima, em LB a 30 °C sob agitacdo de 200 rpm, com 0S
respectivos antibioticos (ampicilina e kanamicina), foi induzida com 0,5% de L-arabinose
para E. coli DH10B e 1 mM IPTG para E. coli BL21 (DE3). A Figura 4.6 apresenta o
resultado da eletroforese dos extratos celulares, contendo a proteina de interesse (L-Al),
obtidos com e sem inducdo. Pode-se notar que a expressdo da proteina L-Al apresenta
maiores rendimentos quando da adi¢cdo dos indutores. Desta forma, o gene que codifica a
enzima L-Al foi clonado com sucesso nos vetores avaliados (plasmideo pBAD His-A-A-236
e plasmideo PET 29a(+) P209 ARA) com os indutores L-arabinose e IPTG, respectivamente,
em meio LB. A presenca da banda diferenciada nos extratos celulares induzidos, observando
0 tamanho esperado para a proteina L-Al, de aproximadamente 66 KDa, revelou sucesso na
metodologia adotada. As massas moleculares da L-Al de outras bactérias estdo entre 53 a 57
KDa (Jorgensen et al., 2004; Izumori et al., 1978; Kim et al., 2002; Lee et al., 2004; Rhimi et
al., 2011).

Figura 4.6. SDS-PAGE (12% poliacrilamida). Ensaios de expressao dos extratos celulares
enriquecidos de L-arabinose isomerase produzida em E. coli. 1- PadrBes de peso molecular; 2,
3 e 4- Extrato transformado por pBAD/HisA em DH10B sem a presenca do indutor; 5, 6 e 7-
Extrato produzido por pBAD/HisA em DH10B induzidas com 0,5% de L-arabinose; 8, 9, 10-
Extrato transformado pela cepa E.coli BL21 (DE3) com o plasmideo PET 29a(+) P 209
induzidas por IPTG. As andlises foram injetadas em triplicata.
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Os extratos protéicos também foram avaliados quanto ao ensaio enzimatico de
producdo de D-tagatose e concentragdo de proteinas totais (Tabela 4.3). Observou-se que a
enzima L-Al produzida pela cepa DH10B (LAI-DH10B) apresentou o dobro de atividade
enzimatica que a LAI-BL21, mas apresentou também uma maior concentracdo proteica. A
atividade especifica do extrato enzimatico bruto para a LAI-DH10B (0,154 U.mg™) também
foi superior a LAI-BL21 (0,097 U.mg™), o que indica que a primeira produziu uma maior
quantidade da proteina de interesse.

Tabela 4.3. Atividade dos extratos celulares enriquecidos de L-arabinose isomerase
produzida em E. coli DH10B e BL21 (DE3), em meio LB.

Extratos Atividade Proteina Atv. Especifica
(U.mL™) (mg.mL™) (U.mg™)
LAI-DH10B 6,21 40,4 0,154
LAI-BL21 3,01 30,9 0,097

4.3.3. Ensaios de expressdo da proteina recombinante utilizando um meio mais rico em

nutrientes a fim de aumentar a concentragdo da enzima de interesse

Com intencdo de aumentar os rendimentos de expressdo da enzima L-arabinose
isomrase (L-Al) realizaram-se experimentos com outro meio de cultivo, TB (Terrific Broth),
mais rico em nutrientes. Segundo Moldes (2014) para alguns cultivos de hiperproducdo de
proteinas 0 meio rico empregado é Terrific Broth (TB).

Visando o aumento da biomassa e assim proporcionando maiores concentracfes
da atividade especifica, a densidade Optica (DOggo) do cultivo foi monitorada. Inicialmente o
cultivo partiu de uma DOg de 0,5, apds 3 horas de crescimento celular em meio TB atingiu-
se uma DOgyy de aproximadamente 2,5, para ambas as cepas estudadas (DH10B e BL21
(DEJ)). Depois de atingida esta densidade, os cultivos das duas cepas foram induzidos por
IPTG (1 mM.mL™) e L-arabinose (0,5%) a 30 °C, respectivamente. Finalizou-se o cultivo
apos 12 h de inducdo a 30 °C, alcangando uma DOgo de aproximadamente 10 para cepa
DH10B e de aproximadamente 6 para a cepa BL21 (DE3). Uma vez finalizado o tempo de
cultivo, depois da indugéo, os cultivos foram centrifugados para o processamento das

enzimas, como descrito por Pessela, 2002. Os extratos protéicos foram avaliados quanto ao
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ensaio enzimatico de producdo de D-tagatose e concentracdo de proteinas totais e estdo

resumidos na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Atividade dos extratos celulares enriquecidos de L-arabinose isomerase
produzida em E. coli DH10B e BL21 (DE3), em meio TB.

Extratos Atividade Proteina | Atv. Especifica
(U.mL?) | (mg.mL™) (U.mg™)
LAI-DH10B 10,09 298 0,034
LAI-BL21 5,29 145 0,036

Analisando os valores de atividade enzimatica, observou-se que a proteina LAI-
DH10B registrou uma atividade no extrato superior a correspondente LAI-BL21. Enquanto
que, a atividade especifica de ambas as enzimas foi semelhante, devido resultados da
concentracdo de proteinas totais terem sido menor no extrato enzimatico da LAI-BL21.

4.3.4. Caracterizacao e propriedades bioquimicas da enzima L-Al

4.3.4.1. Estudo da atividade da L-arabinose isomerase frente ao pH

Realizou-se um estudo da atividade da L-arabinose isomerase em faixas de pH
(5,6; 7,0 e 10,0), para encontrar o pH 6timo da reacdo de isomerizagdo (D-galactose em D-
tagatose), na presenca do cofator Mn?* 1mM, a 50 °C, por 1 h de reacdo enzimatica. Utilizou-
se D-galactose 0,4 M como substrato. Na Figura 4.7, observa-se uma maior atividade da L-Al
soltvel em pH 5,6, para as duas enzimas estudadas, provenientes dos cultivos com as duas
cepas de E. coli transformadas, DH10B e BL21 (DE3). Caracteristica similar também foi
observada para a enzima nativa com maiores atividades em pH 5,6 (visto no capitulo
anterior).

A L-Al produzida em DH10B, também apresentou significativa atividade
enzimatica tanto a pH 5,6 como a pH 7,0, enquanto que a enzima produzida em BL21 (DE3),
sua atividade descresce a medida que aumenta-se o pH desde 5,6, 7,0 a 10,0. Este
comportamento pode ser explicado pelo efeito da posicdo dos residuos de His e seu

acoplamento no respectivo organismo hospedeiro, 0 que podem ter provocado alguma
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distorcdo no centro catalitico das enzimas e modificando algo no ponto isoelétrico das
enzimas.

Segundo dados reportados na literatura, o pH 6timo para L-arabinose isomerase
pode variar desde a faixa alcalina até a faixa acida, revelando mais uma vez que a origem da
enzima pode influenciar diretamente nesta propriedade. Podemos destacar algumas fontes de
L-Al aciddfilas, pH inferior a 7,0, como Lactobacillus Gayonii (Nakamatu e Yamanaka,
1969), Shewanella sp. ANA-3 (Rhimi et al., 2011), Bifidobacterium longum NRRL B-41409
(Salonen et al., 2012) e Alicyclobacillus acidocaldarius (Lee et al., 2005b).

Observou-se uma queda na atividade enzimatica a pH 10,0 para ambas as
enzimas, que apresentaram baixos desempenhos na atividade catalitica, obtendo-se valores de
19% para LAI-DH10B e 41% para LAI-BL21 (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Efeito do pH na atividade da L-arabinose isomerase em (m) DH10B e (&) BL21
(DE3). Atividades méaximas das LAI-DH10B e LAI-BL21 no pH 5,6, sdo de 2,77 + 0,16

U.mL™ e 1,86 + 0,09 U.mL™, respectivamente.

Segundo alguns autores, as condi¢des &cidas sdo mais favoraveis e vantajosas para
a producdo de D-tagatose, devido a menor geracdo de subprodutos no processo, sendo uma
fonte potencialmente atrativa para a aplicagdo industrial e mais adequada para 0 uso
biotecnoldgico (Rhimi et al., 2007; Lee et al., 2005b; Bucke, 1983). Outros autores ainda
afirmam que durante as reacdes de isomerizacdo a temperaturas muito elevadas e pH neutros
podem ocorrer reaces de Maillard, provocando escurecimento dos carboidratos formados e

outros efeitos indesejaveis nos produtos finais destas rea¢es (Kim, 2004; Liu et al., 1996).
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4.3.4.2. Estudo da atividade da L-arabinose isomerase frente a temperatura

O estudo do efeito da temperatura sobre as atividades das isomerases demonstrou
que as duas enzimas sdo ativas de forma Otima a 50 °C, apresentando um decréscimo da
atividade a 75 e 90 °C, para ambas as enzimas LAI-DH10B e LAI-BL21.

A Figura 4.8 apresenta os perfis de temperatura/atividade para L-Al livre. As
atividades foram medidas a pH 5,6 com D-galactose 0,4 M como substrato, na presenca do

Mn?* 1mM, como cofator.
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Figura 4.8. Efeito da temperatura na atividade da L-arabinose isomerase. (m) DH10B e (o)
BL21 (DE3). As reacbes ocorreram em tampdo acetato de sdédio 50 mM pH 5,6. Atividades
méximas das LAI-DH10B e LAI-BL21, de 2,76 + 0,06 UmL™ e 1,34 + 0,06 U.mL™,

respectivamente.

Observou-se que a enzima LAI-BL21 apresentou uma larga faixa de temperatura

Otima na analise da atividade, entre 25 e 50 °C, podendo sua atividade ser analisada também a

temperatura ambiente.
4.3.4.3. Estabilidade térmica e pH da enzima soluvel

Os ensaios de termoestabilidade foram conduzidos a 60 °C, durante 1 h de reag&o.

Solucdes enzimaticas foram incubadas em tampédo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0 e
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periodicamente aliquotas foram retiradas para medir a atividade residual em cada caso. Os

resultados estdo apresentados na Figura 4.9.

Atr (%)

Tempo (min)

Figura 4.9. Estabilidade da L-Al, a 60 °C. (m) DH10B e (®) BL21. As reacdes ocorreram em
tampé&o acetato de sédio 50 mM pH 5,6.

Observou-se uma inativacao térmica quase imediata a 60 °C das enzimas L-Al
solveis, em 5 min de analise, houve um decaimento de aproximadamente 90% da atividade
das proteinas analisadas, ndo apresentando resisténcia a esta temperatura.

O efeito do pH sobre a estabilidade da L-Al recombinante de Enterococcus
faecium foi investigado durante 2 horas de incubacdo a temperatura ambiente, em agitacéo
constante. Utilizaram-se diferentes sistemas tampdes (acetato de sodio, fosfato de sodio e
bicarbonato de sédio) a 50 mM em pH (5,6; 6,0; 7,0; 8,0; 10,0), na presenca do cofator MnCl,
1mM. A L-Al apresentou boa atividade em todas as faixas de pH testadas (5,6 - 10,0). Para as
amostras de enzimas do extrato enzimatico a partir de DH10B, a atividade enzimética foi mais
estavel em condicbes de pH 5,6; 6,0; 7,0 e 8,0, mantendo-se 100% da atividade oferecida
inicial, enquanto a estabilidade da enzima reduziu aproximadamente 37% a pH 10,0. Para o
extrato enzimatico da LAI-BL21, ocorreu uma reducdo minima, de aproximadamente 3% na
faixa de pH 10,0 e sendo também muito mais estavel nos demais pH estudados (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Efeito do pH na estabilidade da L-arabinose isomerase recombinante (m) DH10B
e (o) BL21 (DE3). As amostras de enzima foram incubadas em sistemas tampdes de pH (5,6;
6,0; 7,0; 8,0; 10,0) a 50 mM.

Staudigl et al (2014) estudaram a estabilidade da L-arabinose isomerase de
Lactobacillus reuteri a diferentes pH (de 4 a 10). Obtiveram um 6timo a pH mais &cidos,
considerando este fato alguma vantagem para fins industriais, pois evita a formacdo de
subprodutos. Hung et al (2014) demonstraram que a estabilidade frente ao pH da L-Al de
Thermoanaerobacterium saccharolyticum também manteve-se estdvel em uma gama de pH
55a10,5.

4.3.4.4. Rendimento de bioconversdo de D-galactose em D-tagatose utilizando L-

arabinose isomerase

O extrato bruto (rompido e centrifugado) livre de células de E. coli DH10B e
BL21, contendo L-arabinose isomerase, foi utilizado para a bioconversdo de 0,4 M D-
galactose em D-tagatose a 50 °C. A concentracdo méxima de conversdo em D-tagatose obtida
apos a incubacdo da enzima livre de DH10B e BL21 foi de 105 mM e 46 mM,
respectivamente. O que correspondeu a 26% em 24 h e 11% de conversao em 48 h, para LAI-
DH10B e LAI-BL21, respectivamente. Enquanto os resultados da L-Al nativa nas mesmas
condigdes reacionais, obteve menos de 1% de conversdo em D-tagatose, durante 7h de reagédo
(item 3.3.9).
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A Figura 4.11 apresenta os resultados de producéo de D-tagatose e conversdo de
D-galactose em funcdo do tempo. Pode-se observar que a LAI-DH10B apresentou maiores
conversdes do que a LAI-BL21. No entanto, é importante salientar que o extrato enzimético
da LAI-DH10B apresenta uma maior concentracdo de proteina e atividade enzimatica, ver
Tabela 4.4, o que leva a um aumento na velocidade da reacdo enzimatica.
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Figura 4.11. Sintese enzimatica de D-Tagatose catalisada por L-arabinose isomerase de E.
coli (m) DH10B e (o) BL21 em tampdo acetato de sédio pH 5,6, 1 mM de cofator Mn*%
concentracdo de produto e conversdo de substrato (D-galactose, So = 400 mM) em funcéo do

tempo de reacéo.

Rhimi et al. (2010) concluiram que enzimas provenientes de micro-organismos
mesdfilos apresentaram reduzidas taxas de conversdao em D-tagatose, quando comparada as
enzimas de fontes termofilas. Kim et al. (2002) demonstraram que 0 aumento da temperatura
de reacdo (80 °C) promoveu o0 aumento da conversao até 68% de D-galactose em D-tagatose,
utilizando L-Al de Thermotoga neapolitana para isomerizagdo. Este resultado provavelmente
foi favorecido pelo fato da enzima ser de origem hipertermofilica o que ndo pode ser visto em
L-Als de origem mesofilica (Roh et al., 2000a; Oh et al., 2001).

Embora existam diversos estudos buscando a otimizacdo da atividade da enzima,
a bioconversdo de D-galactose em D-tagatose, em sua maioria, encontra-se na faixa de 28 a
50%, quando catalisadas pelas L-Als de Escherichia coli (Hung et al., 2014; Staudigl et al.,
2014; Kim et al., 2001; Roh et al., 2000a; Oh et al., 2001), Geobacillus stearothermophilus
(Lee et al., 2005a; Kim et al., 2006), Geobacillus thermodenitrificans (Kim e Oh, 2005),
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Geobacillus thermodenitrificans (Kim et al., 2006), Bacillus stearothermophilus US100
(Rhimi e Bejar, 2006), Thermotoga neapolitana (Hong et al., 2007), Lactobacillus plantarum
SK-2 (Zhang et al., 2007), Arthrobacter sp. 22c¢ (Wanarska e Kur, 2012). Resultados de
conversdo acima de 50% séo menos relatados, geralmente obtidos com enzimas proveniente
dos micro-organismos Thermus sp. IM650 (Kim et al., 2003), Thermotoga maritima (Lee et
al., 2004), Geobacillus thermodenitrificans (Kim et al., 2006; Kim et al., 2006).

4.3.4.5. Influéncia da concentracdo de substrato (D-galactose) na velocidade inicial

de reacdo de isomerizacéo catalisada pela L-arabinose isomerase

Estudou-se a especificidade da enzima frente ao substrato D-galactose a 50 °C
através da velocidade inical da reacdo enzimatica. Inicialmente, avaliou-se a validade do
modelo de Michaelis-Menten utilizando o software Origin 8.1 e se observou um
comportamento cinético michaeliano para a enzima LAI-DH10B e um comportamento que
ndo obedece a cinética de Michaelis-Menten para a enzima LAI-BL21 (Figura 4.12 A e B).
Aos dados de velocidade inicial obtidos para a LAI-DH10B pode-se ajustar um modelo
cinético do tipo hiperbolico (Michaelis-Menten). Ja o perfil de velocidades obtido usando a
LAI-BL21 apresentou uma curva de saturacdo sigmoidal. Este comportamento sigmoidal €
mais comum nas enzimas multiméricas, que apresentam diversas zonas de interacdo com o
substrato (Ricard et al., 1987), resultado este corroborado pela analise de ultracentrifugacéo
analitica, confirmando que a enzima é hexamérica (dados expostos no préximo capitulo desta
tese). Segundo Lehninger & Cox (1995), o comportamento cinético sigmoide geralmente
reflete interacdes cooperativas entre as diferentes subunidades protéicas, podendo provocar

uma alteracdo conformacional na estrutura da enzima.
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Figura 4.12. Influéncia da concentracdo de substrato (D-galactose) na velocidade inicial de
reacdo de isomerizacdo catalisada pela L-arabinose isomerase de E. coli (w) DH10B e (o)
BL21 (DE3). As linhas representam o ajuste de um modelo hiperbolico (A) e de um modelo

sigmoidal (B) usando o software Origin 8.1.

A diferenca observada no comportamento cinético das duas enzimas se deve,
provavelmente, aos fendmenos de expressao e interacdo da enzima nos hospedeiros em que

foram clonados, assim como, a posterior recombinacdo com as His em cada um dos extremos.

A partir do ajuste mostrado na Figura 4.12, foi possivel calcular os parametros
cinéticos para as enzimas recombinantes. A LAI-DH10B apresentou valores de K, = 83,1
MM e Vwax = 0,74 mM.min® A LAI-BL21 apresentou Kos = 5650 mM e Vuax = 0,30

mM.min™.

4.4. CONCLUSOES PARCIAIS

As etapas de clonagem e expressdo heter6loga em E. coli DH10B e BL21 (DE3)
foram bem sucedidas, com elevada presenca da expressdo protéica, resultando em quantidades
satisfatorias de L-arabinose isomerase na forma sollivel e facilmente purificavel, com
caracteristicas bioquimicas (pH e temperatura) similares a da enzima nativa. A técnica de
eletroforese em SDS-PAGE, demonstrou que as proteinas recombinantes apresentaram
massas molares proximas a da enzima nativa. No entanto, 0s ensaios cinéticos e 0s

rendimentos de bioconversdo de D-galactose em D-tagatose, mostraram uma diferenga na
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atuacdo das duas enzimas recombinantes. A conversdao maxima em D-tagatose correspondeu a
26% em 24 h e 11% em 48 h, para LAI-DH10B e LAI-BL21, respectivamente.
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5. PURIFICACAO DA L-ARABINOSE ISOMERASE RECOMBINANTE DE

Enterococcus faecium

Este capitulo descreve resultados da purificacdo da proteina L-arabinose
isomerase recombinante, através da cauda de seis histidinas em sua extreminadade do C-
terminal ou N-terminal, mediante cromatografia de afinidade. Para isto, os residuos de
histidinas terdo uma alta afinidade a colunas cromatogréficas de metal quelato, em principio,
com uma afinidade muito maior que as proteinas naturais também produzidas pela bactéria
hospedeira. Assim, as proteinas sdo adsorvidas a matrizes de metais quelatos e
posteriormente, sdo eluidas, com um gradiente de imidazol, primeiramente as proteinas
naturais, seguido das proteinas recombinantes, com um elevado grau de pureza (Pessela,
2002).

5.1. OBJETIVOS

Tratou-se de avaliar suportes cromatograficos (gquelato metalicos), a base de
agarose, de facil implementacdo industrial, para a completa purificacdo da enzima, levando
em conta os pardmetros de notavel relevancia industrial: a adsorcdo e dessorcdo seletiva da
enzima.
5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Materiais

Agarose 4 BCL. Epiclorhidrina, acido iminodiacético (IDA), periodato de sodio

da SIGMA. Diferentes reagentes de grau analitico de distintas marcas comerciais.
5.2.2. Preparacdo do extrato protéico
L-arabinose isomerase de Enterococcus faecium, fusionada no dominio de

polihistidinas, o vetor pET29a conferiu a proteina de interesse a fusdo de uma cauda de seis

histidinas na extreminadade do C-terminal, enquanto o vetor pBAD foi construido com uma
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sequéncia de seis histidinas localizadas na regido do N-terminal. Diluiu-se 0 1 mL do extrato

bruto das L-Al de Enterococcus faecium, em 9 mL tampéo fosfato de sédio 5 mM, pH 7,0.

5.2.3. Ativacdo do suporte para formacao de agarose-epoxido

Utilizando epicloridrina, a metodologia consistiu na adicdo de uma solugédo
contendo 32,8 g de NaOH e 2 g NaBH4 em 440 mL de agua destilada & 100 g de agarose
4BCL, previamente lavada com agua destilada. Preparou-se uma solucdo de 110 mL de
epicloridrina e 160 mL de acetona, a frio, que foi adicionada lentamente a solucdo anterior.
Manteve-se sob suave agitacdo por 16 h a temperaturas em torno de 25 °C, Figura 5.1. Depois
deste tempo, o suporte foi lavado com uns 2 L de &gua destilada e seco a vacuo. Para
conseguir o grau de ativacao desejado, € necessario ter um controle estrito dos tempos e da

temperatura de reacdo na ativacdo do suporte (Bolivar et al., 2010).

[ 100 g agarose ]

v

{ 440 mL de solugdo NaOH (32,8 g) e } [ A frio, adicionada |
NaBH, (2 9) v L lentamente |
! ( A

Sob suave

e 160 mL de acetona 25 0C

v

{ Lavar com agua destilada e filtrar a }

{ Adicionou 110 mL de epicloridrina ] o agitacdo por 16 h/

Vvacuo

Figura 5.1. Fluxograma demonstrando a ativacdo via epicloridrina dos géis preparados.

5.2.4. Preparacdo dos suportes quelato-epdxido

Os suportes agarose-epéxido ativados com epicloridrina reagiram com um sal
acido iminodiacético (IDA) e posteriormente o produto resultante reagiu com sais de alguns
metais de transicdo (Niquel e Cobre) para a formacdo do suporte agarose quelato metalico
correspondente, de acordo com o descrito na literatura (Armisén et al., 1999 e Pessela, 2002).
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5.2.4.1. Suporte iminodiaceético (IDA) epoxido (Agarose-1DA)

Realizou-se a preparacdo dos suportes de acido iminodiacético (IDA) de acordo
com Armisén et al., 1999 e Pessela, 2002. Inicialmente, preparou-se uma solucdo de IDA 0,5
M em tampao bicarbonato de so6dio 0,1 M pH 11 (13,31 g de IDA dissolvidos em 200 mL de
tampdo bicarbonato), ajustou-se para pH 11 com NaOH (20 g de gel agarose-epdxido: 200
mL de solugdo de IDA). A reacdo ocorreu durante 12 h em agitagdo constante, a 25 °C.
Posteriormente, 0 suporte agarose-IDA foi filtrado e lavado com aproximadamente 1 L de
agua destilada e seco a vacuo. Desta forma obteve-se 0 suporte agarose previamente ativado,
com ativacdo total com grupos IDA, para a preparacdo dos suportes IDA-quelato metal.

Quando se necessitou de uma ativacdo parcial, a reagdo transcorreu por 2 h.
5.2.4.2. Suporte IDA-Cu-epoxido e IDA-Ni-epdxido

Para preparacdo do suporte IDA-Cu-epdxido, a partir do suporte anterior, agarose-
IDA, incubou-se em 5 mg.mL™ de CuSO, dissolvidos em agua destilada (10 g de gel agarose-
IDA: 100 mL de solucdo de CuSQO,). Para preparacédo do suporte IDA-Ni-epoxido, incubou-se
géis de agarose-IDA a 5 mg.mL™ de NiCl, dissolvidos em tamp&o fosfato de sédio 50 mM,
pH 6,0 contendo 1 M de NaCl (10 g de gel agarose-IDA: 100 mL de solugdo de NiCl,: 0,19
de NaCl). Agitou-se suavemente durante 2 h, a 25 °C. Finalmente, os suportes foram lavados

com 1 L de &gua destilada e secos a vacuo, Figura 5.2.

SUPORTE EPOXIDO SUPORTE EPOXIDO-IDA SUPORTE EPOXIDO IDA-Ni
. CHG
—OH CH,CO0 A W\
N 7 —
; CH 00"
LY el D) T cnicm\
. K i ¥ i N
—gH Cl—CH=CH—CH, ] P 4] . - S "l!'.' ,-*
—_— P, EEH{! EH L0 P, e
—pH FPFICLORIDRINA oA p CH,CO0 Nil+ ,‘7”:"39"-‘\ N
AN — _— N‘E
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Figura 5.2. Esquema de ativacdo por epicloridrina, acoplamento do agente quelante (IDA) e

imobilizacdo de fon metalico (Ni**) em matrizes poliméricas. Fonte: Bresolin et al., 2009.
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5.2.5. Purificacdo da proteina por cromatografia de afinidade

Nestes ensaios, avaliou-se a concentracdo de imidazol para a eluicdo da proteina
durante a etapa de cromatografia por afinidade por ions metalicos imobilizados (Immobilized
Metal-lon Affinity Chromatography—IMAC), em suportes Agarose-Ni e Agarose-Cu, atraves
da interacdo de poli Histidinas em seus extremos N-terminal e C-terminal, facilitando sua
purificacdo por este mecanismo. O desempenho da purificacdo foi monitorado por anélise em
gel de eletroforese SDS-PAGE 12%. Todas as etapas de purificacdo foram realizadas a

temperatura ambiente (Pessela, 2002).

5.2.5.1. Adsorcéo

A 1 g de cada suporte IDA-metal-quelato, adicionaram-se 10 mL de uma solucéo
de extrato bruto contendo as LAI-DH10B e LAI-BL21, em tamp&o fosfato de sodio 5 mM pH
7,0 com adicdo de NaCl 150 mM. A reagdo ocorreu a temperatura ambiente, com agitacéo
constante. Conduziu-se um experimento controle, para se avaliar a provavel desativacdo da
enzima nas mesmas condicGes de imobilizacao.

A atividade enzimética do sobrenadante da imobilizacdo foi periodicamente
analisada, em intervalos curtos de tempo, a fim de avaliar a adsor¢do da enzima L-Al no
suporte IDA-metal-quelato. Assumiu-se 100% de adsorcdo quando nédo se detectou atividade
no sobrenadante da imobilizacdo (medida em espectrofotdmetro a 560 nm). Os resultados
foram avaliados através da atividade relativa (Atr), que significa a porcentagem da atividade
enzimatica do ensaio em relacdo a maior atividade enzimatica observada, e do rendimento de
imobilizacdo, que foi também acompanhado pelo desaparecimento da proteina no

sobrenadante da imobilizacdo no processo de adsorcdo (Pessela, 2002).

5.2.5.2. Dessorgao

A eluicdo da enzima L-Al foi realizada aplicando-se um gradiente crescente de
imidazol (25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 350 e 400 mM), em volume de 5 mL, a intervalos de
30 minutos para cada concentracdo e a temperatura ambiente. Avaliou-se a dessor¢ao por

medida de atividade enzimética e medida de proteina (Bradford, 1976), no sobrenadante. A
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enzima dessorvida foi dialisada contra tampéo fosfato de sodio 50mM, pH 7,0, para eliminar

0 excesso de imidazol, quando necessario.

5.2.6. Determinacbes do tamanho e da forma da proteina L-Al por ensaios em

ultracetrifuga analitica

Os ensaios para determinacdo do tamanho e forma hidrodindmica aproximada,
assim como para a caracterizacdo qualitativa e quantitativa das associacdes das proteinas,
foram conduzidos de acordo com Pessela et al. (2003b) e Pessela (2002). Os experimentos de
ultracentrifugacédo analitica foram realizados no Laboratorio de Ultracentrifugacion Analitica
y Interacciones Macromoleculares, C.S.l.C, Madrid, em colabora¢cdo com o Dr. Benevides
Costa C. Pessela Jodo.

Os ensaios de velocidade de sedimentacdo foram realizados a 72.446 x g a 20 °C
em ultracentrifuga analitica XLI (Beckman-Coulter, Inc.), equipado com um dispositivo de
absorcdo Optica UV visivel, longitude de onda 285 nm, utilizando o rotor An50Ti. Trés
concentracdes da proteina purificada foram oferecidas (0,1; 0,22; 0,43 g. L™ para LAI-
DH10B e 0,1; 0,15; 0,3 g. L™ para LAI-BL21), diluidas e equilibradas em tampéo fosfato de
sodio 5 mM, pH 7,0. A distribuicdo dos coeficientes de sedimentagdo(s) foi calculada por
modelo de minimos quadrados dos dados de velocidade de sedimentacdo, utilizando o
programa computacional SEDFIT 14.6e (Pessela et al., 2003Db).

O fluxo da sedimentacdo da proteina submetida a um campo centrifugo é

representado pela equacdo de Lamm.

D ow
T™w o

] = sw?

(6)
Sendo J corresponde ao fluxo de sedimentacdo em unidades de massa/area/tempo;
o ¢ a velocidade angular aplicada; r a posi¢do radial e w a concentragdo do soluto em peso.

Os coeficientes de sedimentacéo (s) e difuséo (D), séo dados pelas equacdes 7 e 8:

. M(1—vp)
C Mf
()
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D= R. T
Ny f

(8)

Sendo v o volume especifico parcial, p a densidade do solvente, M a massa
molecular; T a temperatura absoluta; R a constante dos gases ideais; f o coeficiente de fric¢do
translacional e Na 0 nimero de Avogadro.

A relagdo do parametro friccional (f/fo), dado pelo programa de célculo
computacional SEDFIT 14.6e, revela uma ideia aproximada da forma hidrodinamica da
proteina. O valor minimo de f/f0 é 1,2 e corresponde a uma proteina esférica, quanto maior o

valor de f/£0 a partir de 1,2, mais alongada é a proteina estudada.

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Purificacdo da L-Al de Enterococcus faecium através de cromatografia de

afinidade sobre quelatos metalicos

5.3.1.1 Adsorgao

Estudou-se a cinética de adsorcdo da enzima L-arabinose isomerase de
Enterococcus faecium, em suportes quelatos (Agarose-IDA-Ni e Agarose-IDA-Cu), ver
Figura 5.3. Pode-se observar, em todos os ensaios realizados, uma reducdo gradativa da
atividade no sobrenadante com o decorrer do tempo. Indicativo este, de que a enzima esta
adsorvida ao suporte.

Os resultados deste experimento demonstraram que 0s suportes estudados
permitiram rendimentos de adsor¢do quantitativos, imobilizando-se ambas as enzimas (LAI-
DH10B e LAI-BL21) em um curto intervalo de tempo, aproximadamente 30 min. Excetuando
para o quelato ativado com niquel na imobilizacdo da proteina LAI-BL21, que adsorveu-se
lentamente, em torno de 60% do total da proteina oferecida depois de 30 minutos.
Alcangando-se melhores resultados apds 3 horas de adsorcéo, obtendo-se aproximadamente
90% de rendimento (Figura 5.3).

Em paralelo, a amostra controle da solucdo enzimética de LAI-DH10B apresentou
uma leve reducdo da atividade enzimatica durante o procedimento de imobilizagdo, cerca de
20%. Enquanto, o controle com a enzima LAI-BL21 permaneceu estavel durante todo
procedimento de imobilizac&o, por 180 min.
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Figura 5.3. Processo de adsorcdo do extrato bruto da L-Al de Enterococcus faecium, (DH10B
e BL21), representados respectivamente A e B, sobre suportes quelato ativados com cobre (e)
e niquel (m) com o mesmo grau de ativa¢do. O processo de adsor¢éo realizou-seapH 7,0 e a

temperatura ambiente.

Observou-se que a velocidade de adsorcdo das proteinas estudadas foi muito alta
utilizando os dois suportes quelatos tanto com cobre quanto com niquel, alcangando-se

velocidades de adsorgdo muito similares (Figura 5.3 e Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Cinética de adsorcdo da L-arabinose isomerase procedentes de DH10B e BL21

sobre suportes quelatos com Niquel e/ou Cobre, com 0 mesmo grau de ativacao.

Adsorcéo da proteina ao suporte (%0)
LAI-DH10B LAI-BL21
Tempo (min) | Ag-IDA-Ni | Ag-IDA-Cu | Ag-IDA-Ni | Ag-IDA-Cu
0 0 0 0 0
30 77,3 79,1 62,8 73,8
60 80,4 80,1 68,2 73,2
90 81,6 82,6 77,1 75,4
120 81,2 85,9 79,5 73,3
180 83,6 87,6 95,9 75,1

A adsorgéo da enzima LAI-DH10B, ao suporte Agarose-IDA-Ni e Agarose-IDA-

Cu, ocorreu na primeira hora de adsorcao, alcangando rendimentos de imobilizacdo proximos
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a 80%, em ambos os suportes estudados, e apos 3 horas de adsorcdo os rendimentos foram de
84% e 88%, respectivamente.

Para a enzima LAI-BL21, a imobilizagdo ocorreu mais lentamente. Em 1 hora de
adsorcdo somente 68% da enzima se adsorveu ao suporte Agarose-IDA-Ni e 73% no suporte
Agarose-IDA-Cu. Apbs 3 horas de imobilizacdo os rendimentos aumentaram para 96% e

75%, em Agarose-IDA-Ni e Agarose-IDA-Cu, respectivamente.
5.3.1.2 Dessorcao

Na Figura 5.4 estdo apresentadas as curvas de dessor¢do de proteinas totais e
atividade enzimatica das L-Als imobilizadas em suportes com quelatos de cobre e niquel,
obtidas com concentragdes crescentes de imidazol em tampéo fosfato de sédio 5 mM a pH 7,0
(25 a 400 mM). Observou-se que com concentracdes de imidazol muito baixas, entre 25 e 50
mM de imidazol, conseguiu-se obter eletroforeticamente as enzimas puras das duas cepas de
E. coli, o que bioquimicamente é muito importante, j& que evitou-se assim, um segundo passo
qgue seria uma dialise, para eliminar uma grande concentracdo de imidazol na solucédo
enzimatica, pois esta etapa poderia desnaturar a enzima e também encarecer o produto final.

Os ensaios realizados com a L-arabinose isomerase procedente de DH10B sobre
suportes quelatos com Niquel e Cobre, apresentaram comportamentos semelhantes na
dessorcdo das proteinas totais e na enzima de interesse (Figura 5.4 A e B). Ap6s 50 mM de
imidazol ocorreu uma brusca reduc¢do tanto da concentracdo de proteinas quanto da atividade
enzimética da L-Al, obtendo-se, no ponto maximo, atividades especificas de 0,083 U. mg™ e
0,036 U. mg' para LAI-DH10B sobre suportes quelatos com Niquel e Cobre,
respectivamente.

Para os experimentos realizados com a L-arabinose isomerase procedentes de
BL21 sobre suporte quelato com Niquel e Cobre, observou-se um pico de dessorcdo da
enzima L-Al utilizando 50 mM de imidazol, obtendo-se, neste ponto méaximo, atividades
especificas de 0,023 U. mg™ e 0,017 U. mg™, respectivamente. Observa-se ainda uma reducéo
gradativa das concentracBes de proteinas totais e enzimatica apos a concentracdo de 50 mM
de imidazol. No entanto, os valores de atividade enzimatica sdo expressivos, mesmo com
reduzidas concentracOes de proteina totais (Figura 5.4 C e D). Neste caso, a enzima foi
lentamente se dessorvendo do suporte. Notou-se que em baixas concentracdes de proteina, em

torno de 3,9%, observou-se uma atividade relativa de aproximadamente 80%, que se deve,
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possivelmente a presenca da enzima purificada nestas fragdes eluidas, mesmo que em baixas

concentragdes de proteina (Figura 5.4 D).
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Figura 5.4. Dessorcdo da L-Al de Enterococcus faecium, adsorvida aos suportes quelato de

niquel e cobre. As condicBes de reacdo estdo descritas no item 5.3.5.1.2 de métodos. (M)

Atividade relativa da L-Al. (4)Proteinas totais dessorvidas. (A) e (B) - L-arabinose isomerase

procedentes de DH10B sobre suportes quelatos com Niquel e Cobre, respectivamente. (C) e
(D) - L-arabinose isomerase procedentes de BL21 sobre suportes quelatos com Niquel e

Cobre, respectivamente.

As fracOes eluidas durante a técnica cromatografica foram analisadas por SDS-
PAGE. A Figura 5.5 apresenta a separacdo eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 12% das fracdes eluidas da cromatografia de afinidade. Através desta analise pode-se
comprovar a analise anterior (Figura 5.4), no qual podemos acompanhar o processo de
purificacdo e tornou-se evidente a eluicdo da enzima de interesse em reduzidas concentragdes

de imidazol.
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Figura 5.5. Andlise por SDS-PAGE 12% do processo de purificagdo da L-Al de

Enterococcus faecium sobre suportes quelato de Niquel e Cobre. A e B - L-arabinose

isomerase procedentes de E. coli DH10B. C e D - L-arabinose isomerase procedentes de E.

coli BL21 (DE3). 1- padrdo de peso molecular; 2 a 10- proteinas eluidas com concentracfes

crescentes de imidazol em tampdo fosfato de sédio 5 mM a pH 7,0 (25 a 400 mM).

Durante o processo de adsorgéo, observou-se que a interacdo da enzima foi mais

forte quando utilizou-se o suporte IDA-Ni. Esta observagdo foi feita no final do processo de

dessorgdo, j& que a concentracdo de imidazol utilizada para dessorver a enzima foi maior no

suporte IDA-Ni que no suporte IDA-Cu. Este fato é devido, seguramente, a posi¢do e

disposicdo da cauda de Histidinas nas extremidades da fita proteica, ja que ao estar mais ou

menos disposta pode interagir mais forte ou ndo com o grupo IDA-Metal do suporte.
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5.3.2. Influéncia de uma pré-lavagem seletiva com 15 mM de imidazol na purificacédo da

L-Al de Enterococcus faecium

Depois de estudar o processo de adsorcdo/dessorcdo de proteinas recombinantes
com caudas de Histidinas sobre suportes ativados com quelato metalicos € aconselhavel
realizar uma pré-lavagem do suporte ap6s a adsorcéo (Pessela, 2002), para eliminar e reduzir
0s niveis de contaminagdo com outras proteinas do extrato e favorecer assim o processo de
dessorcdo. Desta maneira, eliminam-se muitas proteinas inespecificas, que por algum
mecanismo tenham adsorvido ao suporte, favorecendo assim uma dessor¢do mais simples,
com menor quantidade de dessorvente, neste caso, imidazol, mantendo também a economia
do processo. Portanto, realizou-se uma pré-lavagem com 15 mM de imidazol, seguido de
dessorcdo das enzimas com 50 mM de imidazol, para L-Al adsorvida em agarose-IDA-NI, e
L-Al adsorvida em agarose-IDA-Cu.

Observaram-se melhores resultados na purificacdo da enzima LAI-BL21, com
maiores valores da atividade especifica da purificacdo utilizando as resinas de Ni e Cu,
respectivamente, de 0,092 e 0,079 U.g™*. Também foi notado que a pré-lavagem dos suportes
apos a adsorcdo da enzima, favoreceu mais a LAI-BL21, visto através da atividade especifica,
sem o procedimento da pré-lavagem (dados mostrados no item anterior), enquanto que para a
LAI-DH10B, esta pré-lavagem com imidazol, pouco influenciou na melhora da purificacao.

A purificacdo da proteina recombinante foi alcancada em um U(nico passo
cromatografico, utilizando os suportes bifuncionais agarose-quelato-metal. Esta técnica é
empregada para purificacdo das proteinas recombinantes contendo uma cauda de
polihistidinas que possuem afinidade ao metal imobilizado (Armisén et al., 1999; Pessela,
2002; Tadeu et al., 2009). Obteve-se uma menor presenca de proteinas contaminantes apos a
purificacdo, o que demonstra que 0 processo de interacdo proteina-suporte é bastante seletivo
visto pela reducdo da concentracdo de proteinas totais.

O fator de purificacdo neste processo faz com que a proteina total se reduza,
removendo o maximo possivel de proteinas inespecificas, sendo que a perda desta proteina é
muito maior que a perda de atividade; portanto, a atividade especifica aumenta mesmo que
diminua a atividade total (Lehninger, 1977).

Na Tabela 5.2, resumem-se 0s resultados gerais, assim como 0s rendimentos e

fator de purificacdo obtido apos a purificacdo das duas enzimas sobre quelato metélicos.
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Tabela 5.2. Purificacdo da L-arabinose isomerase procedentes de DH10B e BL21 em suporte
quelato de Niquel ou Cobre. Usando uma solugdo de imidazol (50 mM ) durante a dessorg&o.
Fator de purificacdo (FP) = Atividade Enzimética Especifica Recuperada/ Atividade
Enzimatica Especifica Inicial. Recuperacdo da atividade enzimética (RA) = Atividade

Enzimatica Recuperada/ Atividade Enzimatica Inicial.

Etapas Atividade Proteina | Atv. Especifica | FP RA

(U.mLY | (mg.mL™? (U.mg™) (%)

Extrato LAI-DH10B 2,10 72,28 0,029 1 100

Extrato LAI-BL21 0,99 28,13 0,035 1 100

Eluicdo da LAI-DH10B sobre 0,67 47,42 0,014 0,48 | 319
Ag-IDA-NiI

Eluicdo da LAI-DH10B sobre 0,80 21,66 0,037 1,28 | 38,0
Ag-IDA-Cu

Eluicdo da LAI-BL21 sobre 0,95 10,32 0,092 2,63 | 959
Ag-IDA-NiI

Eluicdo da LAI-BL21 sobre 0,79 9,99 0,079 2,25 | 79,8
Ag-IDA-Cu

Os resultados das purificacbes foram analisados através da eletroforese
desnaturante (SDS-PAGE) e estdo representados na Figura 5.6. Nesta eletroforese, o extrato
bruto apresenta varias bandas em toda a extensdo do gel, indicando que sua composi¢cdo
apresenta diversas proteinas. J& para a amostra purificada, nota-se que apenas uma banda esta
evidente mostrando que o processo de purificacdo em suporte-IDA-quelato foi satisfatorio,

apresentando significativa atividade enzimatica para L-Al.
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Figura 5.6. SDS-PAGE (12% poliacrilamida). Purificacdo da L-arabinose isomerase
procedentes DH10B e BL21. 1- Padrdes de peso molecular; 2- Extrato bruto; 3- Etapa de
Adsorcdo da enzima L-Al em suporte quelato IDA-Niquel; 4- Etapa de Adsor¢do da enzima
L-Al em suporte quelato IDA-Cobre; 5- Etapa de Dessor¢éo da enzima L-Al do suporte IDA-
Niquel, com 50 mM de Imidazol; 6- Etapa de Dessorcdo da enzima L-Al do suporte IDA-

Cobre, com 50 mM de Imidazol.

5.3.3. Estudos de interacdo da proteina com suportes glioxil para analisar possiveis

presencas de multimeros da proteina

A fim de estudar a estrutura das proteinas (LAI-DH10B e LAI-BL21) produzidas
neste trabalho, utilizou-se o suporte agarose-glioxil para a imobilizacdo covalente e
multipontual do extrato enzimatico e posteriormente analisar por eletroforese em SDS-PAGE
a possibilidade de estabilizacdo da estrutura quaternaria da enzima neste suporte (Mateo et al.,
2006; Fernandez-Lafuente et al.,1999, Pessela et al., 2003). Escolheu-se este suporte, pois ele
possui propriedades que favorecem uma forte ligacdo covalente multipontual das proteinas,
como: alta reatividade dos grupos glioxil (aldeidos) com grupos amino ndo ionizaveis da
enzima (Mateo et al., 2006).

Neste estudo, duas hipoteses foram destacadas. Se a enzima for monomeérica, ird
estabilizar-se fortemente ao suporte por ligacdo covalente, de forma que, ao realizar a analise
de eletroforese do derivado, a enzima ndo devera desprender do suporte e consequentemente
nenhuma banda da proteina estudada devera aparecer na referida analise. Porém, quando a

estrutura da enzima € multimérica, com varias subunidades, e que estas subunidades ndo



99

Capitulo 5 — Resultados: Purificacdo da L-Arabinose Isomerase SOUSA, M.

foram estabilizadas completamente ao suporte, € normal que apareca na analise de
eletroforese alguma banda correspondente a qualquer subunidade da proteina estudada. Este
experimento fornece uma idéia direta da possibilidade de que a proteina em estudo seja
multimérica, devendo-se para tal, realizar estudos mais profundos para conhecer a real
estrutura da enzima.

O resultado deste estudo esta simplificado na Figura 5.7, demonstrada em gel de
poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE). Observou-se efetivamente, a presenca da
banda caracteristica da proteina na eletroforese dos derivados sobre suportes glioxil,
aproximadamente de 66 KDa, que foi provocado pela dessorcdo de alguma subunidade que

ndo foi estabilizada no multimero, o que diretamente indicou que a L-Al seria uma proteina

multimérica.
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Figura 5.7. Andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
(SDS/PACE), a 12%, dos derivados glioxil. 1- Padrdes de peso molecular; 2- Derivado LAI-
DH10B em glioxil-agarose; 3- Derivado LAI-BL21 em glioxil-agarose; 4 e 5- Subunidades
das proteinas que ndo foram estabilizadas ao suporte glioxil, para LAI-DH10B e LAI-BL21,

respectivamente.

Fernandez-Lafuente et al (1999), também estudaram a imobilizacdo de enzimas
multiméricas e afirmaram que a imobilizagdo com a estabilizacdo da estrutura quaternaria de
uma enzima multimérica de tetrdmeros ou mais, podem ser muito mais complexas que a
estabilizacdo de enzimas diméricas, por motivos geométricos. Os autores afirmaram que é
impossivel que todas as subunidades da enzima sejam covalentemente imobilizadas em uma

superficie de suporte planar. Desta forma, propuseram uma estratégia dupla para estabilizar
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proteinas complexas, imobilizando covalentemente as multi-subunidades e estabilizando os
derivados com macromoléculas polifuncionais, evitando a dissociacdo das subunidades da

enzima.

5.3.4. Andlise da estrutura quaterndaria da L-Al por ultracentrifugacio

Através da determinacdo da velocidade de sedimentacdo das moléculas, pode-se
calcular o efeito da concentracdo das proteinas sobre o estado de associacdo, a massa
molecular estimada, o estado de agregacdo das moléculas, a aproximacdo da forma
hidrodindmica (esférica ou alongada) da proteina. O anexo A mostra as velocidades de
sedimentacdo e diagnostico de associacdo da LAI-DH10B e LAI-BL21.

Diferentes estados oligoméricos da enzima foram encontrados durante o processo
de ultracentrifugacdo. Os resultados dos ensaios demonstraram que as enzimas L-Al,
apresentam comportamentos ligeiramente diferentes quanto as subunidades. As enzimas
estudadas se apresentam na forma de monomeros, trimeros, tetrdmeros e hexameros em
solucdo. A medida que o tempo e a velocidade foram aumentando, a possibilidade de
surgirem formas mais complexas aumenta, ja que a proteina pura vai formando agregados,
que se tornam maiores com o passar do tempo, como demonstrado na Figura 5.8 (B), onde se
vé uma banda tipica de mondmeros (= 53,7 kDa); trimeros (= 129 kDa), tetrdmeros (dados
ndo mostrados) e finalmente multimeros maiores (a partir de 284 kDa) e assim
sucessivamente até aparecerem novas estruturas se deixarmos mais tempo na
ultracentrifugacao.

O anexo B mostra um resultado do estudo da relacdo do parametro friccional
(f/fo) para aproximacao da forma hidrodindmica, e estimativa da massa molar da enzima. As
estruturas predominantes na solucdo pura da LAI-DH10B foram de mondmeros (55,2%),
tetrameros (16,4%) e hexameros (24,2%) em condicBes de repouso e/ou a velocidade de
ultracentrifugacdo moderadas. A relagdo friccional (f/f0) para determinacdo da forma
hidrodindmica desta proteina analisada, foi mais propensa de encontrar formas alongadas com
1,2948, para 0s monomeros, 1,4210 para os tetrameros e 1,2999 para os hexameros. Na
solucdo da LAI-BL21, predominaram mondmeros (5,3%), trimeros (20,9%) e hexameros
(45,2%). A relagdo friccional (f/f0) para a estrutura hidrodinamica desta proteina,
apresentaram valores computacionais de 1,2138 com tendéncia a mondmeros esfericos,

1,7023 para os tetrameros alongados e 1,3219 para os hexameros alongados.
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Estes resultados sugerem fortemente que as enzimas puras LAI-DH10B e LAI-

BL21, tém uma tendéncia para formagéo de estruturas com maior tamanho (oligdmeros).
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Figura 5.8. Distribuicdes dos coeficientes de sedimentagdo diferencial, c(s), calculados por
modelo de minimos quadrados dos dados de velocidade de sedimentacdo, utilizando o
programa SEDFIT, determinou-se o coeficiente de sedimentagdo, s, o qual é diretamente
proporcional a massa das particulas. Analise da velocidade de sedimentacdo correspondeu a
0,43 g.L™" e 0,3 g.L™ de proteina, respectivamente para enzimas puras LAI-DH10B (A) e
LAI-BL21 (B).

Uma estimativa, aproximada das massas moleculares (M) das enzimas, também
foi analisada (Figura 5.8). Na Figura 5.8 (A), para LAI-DH10B, o pico 3.9S foi compativel
com massa tedrica de mondémero alongado, com coeficiente de sedimentacdo (s) de 3.8850 x
10", o pico 8.9S foi compativel com massa tedrica de tetramero alongado, apresentando um
coeficiente de sedimentacdo (s) de 8.9200 x 10™*%, o pico 12.8S foi compativel com massa
tedrica de hexdmero alongado, apresentando um coeficiente de sedimentacéo (s) de 1.2777 x
10™2. Na Figura 5.8 (B), para LAI-BL21, o pico 4.2S foi compativel com massa tedrica de
mondmero esférico, com coeficiente de sedimentacdo (s) de 4.2020 x 10, o pico 7.5S foi
compativel com massa teorica de trimero alongado, com coeficiente de sedimentagdo (s) de
7.5530 x 10™, o0 pico 12.7S foi compativel com massa tedrica de hexamero alongado, com
coeficiente de sedimentacdo (s) de 1.2740 x 10™*2. Observou-se que quanto maior o n(imero de
subunidades da molécula da enzima maior o coeficiente de sedimentagdo (s), que relaciona a

medida da velocidade de sedimentacdo de uma substincia através de um gradiente em
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centrifugacdo, ou seja, quanto maior o coeficiente de sedimentacdo maior o valor da massa
molar da particula.

A técnica de ultracentrifugacdo analitica de sedimentacdo em equilibrio também
nos permitiu verificar a formacao do diagnostico de associacdo (ANEXO A). Foi estudado o
estado de associacdo da enzima em solugdo por meio de velocidade de sedimentacdo. Os
dados de sedimentacdo em equilibrio para a L-Al confirmam seu estado oligomérico na forma

de uma mistura de trés espécies de massa moleculares diferentes em dissolugéo.

5.4. CONCLUSOES PARCIAIS

A cromatografia por afinidade foi desenhada de forma adequada, pois permitiu
purificar a enzima L-Al em um s6 passo por adsorcao seletiva sobre suportes ativados com
grupos de Ni ou Cu. Baixas concentra¢fes de imidazol foram suficientes para dessorver a
enzima dos suportes, entre 25 e 50 mM de imidazol, apresentando-se como caracteristica
promissora para a aplicacao em escala industrial.

Estudos na ultracentrifuga analitica indicaram que a enzima pura e concentrada
tende a formar oligdmeros, apresentando uma estrutura multimérica, que podem dificultar sua
manipulacdo posterior. Esta analise permitiu-nos ainda estimar a massa molecular da enzima

pura e a aproximacao da forma hidrodinamica (esférica ou alongada) da proteina.
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6. IMOBILIZACAO E ESTABILIZACAO DA L-ARABINOSE ISOMERASE DE

Enterococcus faecium

Procurou-se obter derivados ativos e estaveis para Seu USO em processos
tecnoldgicos complexos e capazes de suportar condigdes de reagdes drasticas, visando uma
aplicacdo em processos industriais. Neste contexto, iremos discutir duas estratégias de
imobilizagdo: a imobilizagdo covalente multipontual e adsor¢do ibnica de enzimas em
suportes preexistentes. Para a imobilizacdo da L-Al em suportes epoxidos multifuncionais,
utilizou-se um mecanismo de imobilizacdo em duas etapas, adsorveu-se fisicamente a enzima
através da regido de maior densidade de histidinas, permitindo a orientacdo da enzima ao
suporte, antes de sua imobilizacdo covalente, conseguindo derivados com diferentes
propriedades. Estudou-se também um dos primeiros protocolos de imobilizacdo de enzimas
aplicados a nivel industrial, a adsor¢cdo idnica de enzimas a suportes ativados com grupos

ibnicos, com melhores propriedades quanto a estabilizacdo dos derivados.

6.1. OBJETIVOS

O objetivo fundamental deste capitulo foi avaliar a imobilizacdo da LAI-DH10B e
LAI-BL21 utilizando protocolos de imobilizacdo descritos na literatura como universais, ou
seja, que ndo sirvam somente para uma determinada enzima, mas que sirvam para uma ampla
gama de proteinas que possuam uma cauda de poli histidinas, através de uma imobilizacéo
dirigida. Desta forma, estudaram-se diferentes alternativas para a preparacdo de derivados
imobilizados, tais como:

1. Protocolos combinados para purificacdo, imobilizacdo e estabilizacdo da
enzima multimérica utilizando uma dnica técnica de imobilizacdo sobre suportes
heterofuncionais epdxido-metal quelato.

2. Protocolos de imobilizacdo e estabilizacdo por adsorcdo fisica das

multisubunidades da enzima sobre suportes de caracter reversivel.

6.2. MATERIAIS E METODOS

6.2.1. Preparacao de suportes multifuncionais a base de agarose
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Neste trabalho avaliaram-se dois suportes a base de agarose, a saber: Ag-IDA-Ni-
glioxil e MANAE-Agarose. O suporte epoxido multifuncional foi parcialmente modificado
por diferentes grupos reativos, permitindo estabelecer interacdes proteina-suporte por diversos
pontos da enzima (-OH, -NH,, -SH) (Pessela, 2002).

6.2.1.1. Suportes IDA-Metal

A preparacdo do suporte IDA-Metal foi segundo (Armisén et al., 1999, Mateo et
al., 2001, Pessela, 2002, Bolivar et al., 2010, Mateo et al., 2010), descrita anteriormente no

Capitulo 5, desta tese.

6.2.1.2. Suportes MANAE-agarose

Primeiramente preparou-se o suporte epdxido-agarose, descrito no Capitulo 5.
Posteriormente, o suporte foi oxidado com uma solucdo de periodato de soédio (NalO4) 100
mM dissolvidos em 1375 mL de agua destilada. A suspensdo foi gentilmente agitada por 90
min. Depois deste tempo, o suporte foi filtrado, lavado com 1 L de agua destilada e seco a
vacuo, dessa forma obteve-se o suporte epdxido-glioxil-agarose (Bolivar et al., 2010). A
preparacdo do suporte MANAE, seguiu-se segundo Fernandez-Lafuente et al. (1993), 10 g do
suporte epoxido-glioxil-agarose foram suspendidos em 100 mL de solucdo Etilenodiamina
2%, pH 8,5. A suspensdo foi gentilmente agitada por 2 h. Posteriormente, 10 mg.mL™ de
borohidreto de s6dio (NaBH,) foi adicionado e a suspenséo foi reduzida, por mais 2 h. O gel
reduzido foi filtrado e lavado com 100 mL de tampé&o acetato de s6dio 100 mM e NaCl 1 M,
pH 5,0, com 100 mL tampao bicarbonato de sdédio 100 mM e NaCl 1 M, pH 10. Finalmente,

lavou-se com 500 mL de agua destilada.

6.2.2. Imobilizagédo covalente multipontual

Imobilizou-se a L-Al ao suporte Agarose-IDA-NI, por afinidade ao quelato.
Preparou-se uma solugdo composta pela proteina de interesse em tampd&o fosfato de sodio 5
mM, pH 7,0, a imobilizacdo decorreu por aproximadamente 2 horas, a temperatura ambiente.
Em seguida, filtrou-se e secou-se o derivado. Posteriomente, o derivado foi adicionado a uma

solugéo contendo tampéo bicarbonato 100 mM a pH 10,0 (1:10 m/v). Para a formacéo de
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ligacbGes covalentes entre suporte e proteina de interesse, este tipo de ligacdo ocorre para
suportes ativados a glioxil, esta reagdo foi conduzida por 6h. O suporte contendo a enzima
previamente imobilizada covalentemente foi lavado com uma solugdo de &cido
etilenodiamino (EDTA) 200 mM, para a retirada do metal, para evitar que ocorra uma
provavel oxidacao no suporte com a proxima etapa de reducdo. Seguiu-se com a reducdo com
boroidreto de sodio (NaBH,;) (Img/mL) a frio por 15 minutos. Finalmente, lavou-se o
derivado com &gua destilada.

6.2.3. Imobilizacdo enzimatica em suporte MANAE

Ressuspendeu-se 1 g de suporte em 10 mL de uma solugdo composta pela
proteina de interesse em tampdo fosfato de sodio 5 mM, pH 7,0. A imobilizacdo foi conduzida
a 25 °C por 12 h, sob agitagdo constante. Ofereceram-se 5 U.g™ e 10 U.g™ de solucéo de
enzima aos suportes. Em paralelo aos ensaios, conduziu-se um experimento controle, para se
avaliar a provavel desativacdo da enzima nas mesmas condi¢des de imobilizagdo. As
condicdes operacionais de temperatura e agitacdo foram mantidas constantes durante os

experimentos.

6.2.4. Parametros de imobilizacéo

Os parametros de imobilizacdo foram calculados como descrito anteriormente no
item 3.2.17.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. Imobilizacdo em suportes quelato epoxido agarose

As enzimas L-Al que possuem uma sequéncia de poli His em seus extremos N-
terminal (LAI-DH10B) e C-terminal (LAI-BL2), foram imobilizadas em suportes Agarose-
IDA-NI, adsorcdo por afinidade ao quelato metélico; Agarose-IDA-Ni-glioxil, por ligacdo
covalente e em MANAE-Agarose, por adsor¢do idnica reversivel. Foram oferecidas,
igualmente, 15 U.g” de solucdo de enzima a cada um dos suportes. Os resultados da

imobilizacdo podem ser observados na Tabela 6.1. Observou-se que todos os derivados
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apresentaram altos valores de rendimento de imobilizacdo, acima de 75%, mas a atividade
recuperada dependeu do sistema estudado. Maiores porcentagens na atividade recuperada
foram obtidos com os derivados em suportes Ag-IDA-Ni, com 51,7% e 71,0% para as
imobilizacbes das LAI-DH10B e LAI-BL21, respectivamente. Essa diferenca possivelmente
estd motivada essencialmente pelo fato da enzima expressar-se em cepas diferentes e possuir
uma calda de histidinas em cada um dos extremos, podendo interagir com o suporte de forma
diferente, mesmo sendo a mesma enzima e o mesmo gene de partida, originando resultados
distintos.

Apesar dos derivados das L-Als obtidos com os suportes MANAE-agarose,
quando comparados com os derivados dos suportes Ag-IDA-Ni, apresentarem resultados
ligeiramente inferiores quanto a atividade recuperada, com 46,0% e 49,0%, maiores
rendimentos de imobilizacdo foram alcancados, 87,3% e 88,6% para os derivados das LAI-
DH10B e LAI-BL21, respectivamente. As enzimas imobilizadas covalentemente ao suporte
heterofuncional, Ag-IDA-Ni-glioxil, apresentaram uma reduzida atividade recuperada, 1,47%
e 14,1% para os dois derivados das LAI-DH10B e LAI-BL21, respectivamente. Esta baixa
atividade recuperada pode ter sido ocasionada pelo fato dos derivados terem sido lavados com
EDTA, para a remocdo do metal quelato, para evitar fendmenos de reducdo do mesmo metal,
uma vez que se torna necessario a reducdo do derivado para estabilizar a interacdo da ligacdo

amino-glioxil neste derivado.

Tabela 6.1. Parametros de imobilizacdo da L-arabinose isomerase em suportes
heterofuncionais (Ag-IDA-Ni-glioxil) e (MANAE). Carga enzimtica oferecida de
aproximadamente 15 U de enzima.g’ de suporte e carga de proteina oferecida de
aproximadamente 145 mg de proteinas totais.g® de suporte, sendo rendimento de
imobilizacdo (R)), atividade recuperada (Atg). O derivado imobilizado covalentemente foi

filtrado e lavado com uma solucéo de EDTA 200 mM, para a retirada do metal.

Amostras Suportes R (%0) Atg (%)
IDA-NI 80,9 51,7
LAI-DH10B | IDA-Ni-glioxil 80,9 1,47
MANAE 87,3 46,0
IDA-NI 75,1 71,0
LAI-BL21 IDA-NI- glioxil 75,1 141
MANAE 88,6 49,0
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Posteriormente repetiu-se 0 processo de imobilizacdo evitando o processo de
lavagem, os resultados resumem-se na Tabela 6.2. Verificou-se que o procedimento de
lavagem com EDTA foi de fato prejudicial, uma vez que se observou um expressivo aumento
na atividade recuperada. Alguns autores também concluiram que o EDTA é um forte inibidor
da atividade enzimatica da L-Al (Manzo, 2012; Cheng et al., 2010; Rhimi et al., 2010; Lee et
al., 2005b).

Maiores cargas de enzima foram também oferecidas aos suportes,
aproximadamente 24 U.g™!, com o objetivo de visualizar a recuperacdo total conseguida da
atividade do catalisador. Apesar do aumento na atividade recuperada, obteve-se um menor
rendimento de imobilizagdo em todos os suportes avaliados. Observou-se pela medida de
atividade no sobrenadante da imobilizacdo que, quando aumentamos a carga de proteina
oferecida ao suporte, menos moléculas de enzima foram imobilizadas, possivelmente, leva-se
a crer, que as enzimas imobilizaram-se rapidamente na superficie e na entrada dos poros do
suporte, bloqueando assim a entrada de novas enzimas para o interior dos poros do suporte.

Nas condicOes avaliadas, os melhores resultados foram observados utilizando-se o
suporte MANAE, com 100% e 50,3% de atividade recuperada na imobilizacdo da LAI-BL21
e LAI-DH10B, respectivamente. No entanto, experimentos ainda Sd0 necessarios para se
concluir as melhores condi¢fes de imobilizacdo. A imobilizacdo reversivel a suportes
flexiveis com elevada densidade de porcGes de troca idnica tem sido o método mais adequado
para a imobilizacdo de proteinas, este fato deve estar relacionado a auséncia de distor¢bes na
interacdo entre a enzima e o suporte, sendo que, deste modo, uma alta adsorcédo de proteinas
sobre estes suportes de revestimento flexiveis promove uma distor¢do minima da proteina,
pois o polimero flexivel adapta-se a enzima durante a intensa ligagdo multipontual (Pessela et
al., 2003a; Mateo et al., 2000a). A partir deste ponto de vista, a imobilizacdo "reversivel™ de
enzimas em suportes flexiveis pode ser um protocolo muito conveniente para a imobilizacédo
de vérias enzimas industriais, sendo capaz de promover a dessor¢cdo completa da enzima do
suporte quando o derivado imobilizado tornar-se inativo, e assim continuar o processo de

imobilizagdo (Mateo et al., 2000a).



109

Capitulo 6 — Resultados: Imobilizacéo e Estabilizacdo da L-Arabinose Isomerase SOUSA, M.

Tabela 6.2. Parametros de imobilizacdo da L-arabinose isomerase em suportes
heterofuncionais (Ag-IDA-Ni-glioxil) e reversivel (MANAE). Carga enzimatica oferecida de
aproximadamente 24 U de enzima.g' de suporte e carga de proteina oferecida de
aproximadamente 290 mg de proteinas totais.g® de suporte, sendo rendimento de

imobilizacéo (R)), atividade recuperada (Atg).

Amostras Suportes R (%) Atgr (%)
IDA-NI 55,5 37,3
LAI-DH10B | IDA-Ni-glioxil 55,5 43,3
MANAE 60,4 50,3
IDA-NI 56,5 81,7
LAI-BL21 IDA-NiI- glioxil 56,5 55,9
MANAE 42,0 100,0

Em relacdo aos parametros de rendimento e atividade recuperada (Tabela 6.2),
observou-se também que, a imobilizacdo por ligacdo covalente multipontual sobre o suporte
Ag-IDA-Ni-glioxil pouco influenciou na melhora do catalisador, quando comparado com 0s
demais derivados. No entanto, ainda se faz necessario avaliar se este protocolo permitiu a
estabilizacdo da enzima. Para trabalhar com enzimas multiméricas é importante estudar as
técnicas de imobilizacdo controladas e orientadas, ndo apenas para permitir a reutilizacdo
continua da enzima, mas também para aumentar grandemente as propriedades da atividade
das enzimas quanto a estabilidade, estudando a estabilizacdo da estrutura quaternaria dessas
enzimas multiméricas. Portanto, o método que permite simultaneamente imobilizar e
estabilizar todas as subunidades da enzima tem efeitos positivos sobre a estabilidade total do
catalisador, utilizando técnicas de p6s-imobilizacdo (Fernandez-Lafuente et al., 1999). Outro
fator que possivelmente tenham ocorrido na imobilizacdo covalente, seria uma reducéo da
atividade enzimatica a pH em torno de 10,0, este fato se deve a instabilidade da L-Al a pH
10,0 (dados analisados anteriormente). Além do efeito de impedimento estérico causado pela
imobilizagdo por ligagdes covalentes, mudancas conformacionais e distorgdes na estrutura
tridimensional da molécula da enzima, especialmente no sitio ativo, provavelmente tornaram
esse centro menos acessivel, causando uma reducdo da atividade catalitica decorrente desta
imobilizagdo multipontual (Cardoso et al., 2009). Estudos futuros, quanto a ativacdo do
suporte, sdo importantes, pois segundo Blanco et al (1989), se a concentragdo de grupos

glioxil for baixa, o rendimento de imobilizagdo também sera baixo.
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Diante dos dados expostos de imobilizacBes, pode-se observar um melhor
desempenho da LAI-BL21 (His no C-terminal) em todas as imobilizacOes testadas,

apresentando-se valores superiores da atividade recuperada, em todos os suportes avaliados.

6.3.2. Estabilidade frente a temperatura da enzima L-Al imobilizada em diferentes

suportes

A fim de se avaliar a estabilizacdo da proteina apds imobilizacdo, estudou-se o
efeito da temperatura e do tempo de incubacdo dos derivados em Ag-IDA-Ni, Ag-IDA-Ni-
glioxil e MANAE-Agarose. Para estudar a estabilidade dos derivados obtidos, ofereceram-se
2 U de enzima. mL™ ao suporte, e incubou-se a 50, 60 e 70 °C, e aliquotas da suspens&o
foram analisadas durante o tempo, para se determinar a atividade enzimatica. A Figura 6.1
mostram os resultados obtidos da incubacao dos derivados a 50 °C por 300 min de reacao.
Pode-se observar que os derivados apresentaram comportamentos semelhantes de estabilidade
térmica a 50 °C. Apds 300 minutos de andlise apresentaram uma atividade relativa de

aproximadamente 60%.
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Figura 6.1. Influéncia da temperatura na estabilidade da LAI-DH10B (A) e LAI-BL21(B)
imobilizadas a MANAE (™), em IDA-Ni (*) e IDA-Ni-glioxil (#). Os derivados foram

incubados a 50 °C em tampao fosfato de s6dio 5 mM, pH 7,0.
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Como as enzimas imobilizadas relativamente se mostraram estaveis a 50 °C,
elevou-se a temperatura de anélise para 60 °C e os resultados sdo apresentados na Figura 6.2
(A e B). Dentre todos os derivados avaliados, o preparado sobre o suporte MANAE, para as
duas enzimas analisadas (LAI-DH10B e LAI-BL21), apresentou-se mais estavel, mantendo
aproximadamente 100% da atividade enzimatica durante 60 minutos de incubacao a 60 °C.
Enquanto que, os derivados menos estaveis, foram os de Ag-IDA-Ni-glioxil, para ambas as
enzimas testadas, com aproximadamente 70% da atividade enzimatica durante 60 minutos
avaliados. Sendo o derivado de Ag-IDA-Ni, um caso intermediario, obtendo-se uma
estabilidade térmica a 60 °C de aproximadamente 80% para a enzima LAI-DH10B e 100 %
para a enzima LAI-BL21, durante 60 min.

Pode-se ainda observar na Figura 6.2 (A e B) que a incubacdo da enzima
imobilizada em MANAE a 60 °C levou a uma reducao progressiva na atividade enzimatica ao
longo do tempo, caindo para 71% e 85% da atividade inicial ap6s 180 minutos de incubacéo,
para as LAI-DH10B e LAI-BL21, respectivamente. Nota-se ainda uma ligeira ativagdo
térmica da enzima nos derivados em MANAE e Ag-IDA-Ni, mantendo-se sua atividade
enzimatica acima de 100%, nos primeiros minutos avaliados. Alguns autores também
observaram esse efeito de hiperativacdo térmica, que foi relacionado com as propriedades
intrinsecas de algumas enzimas durante o processo de estudo da estabilidade térmica (Pessela
2002; Pisan et al., 1990; Coolbear et al., 1992).

Em seguida, aumentou-se a temperatura de desativacédo para 70 °C e os resultados
sdo mostrados na Figura 6.2 (C e D). Observou-se uma expressiva inativacdo térmica dos
derivados que perderam 100% de suas atividades enzimaticas depois de 30 minutos de
incubacéo.
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Figura 6.2. Influéncia da temperatura na estabilidade da LAI-DH10B (A) e (C); LAI-BL21
(B) e (D), imobilizadas a MANAE-agarose (), Ag-IDA-Ni (*) e Ag-IDA-Ni-glioxil (#). Os
derivados foram incubados a 60 e 70 °C em tampdo fosfato de so6dio 5 mM, pH 7,0.

Diante dos dados, o derivado que apresentou melhores propriedades (mais
estaveis e mais ativos) foi o imobilizado sobre o suporte MANAE-Agarose. Provavelmente,
este comportamento superior na estabilizacdo, deve ser devido a abundancia de grandes areas
sobre a superficie da enzima com elevadas cargas negativas e, além disso, estas regides da
enzima sdo muito importantes para estabilizar a sua estrutura tridimensional. Este resultado
leva ao entendimento de que esta imobilizagdo ao suporte MANAE-Agarose, a enzima
orientou-se em uma zona com uma densidade de cargas negativas muito grandes,
comprovando-se que a forca de unido entre enzima e suporte foi superior a obtida com os
outros suportes analisados, obtendo assim bons resultados nos respectivos derivados,
refletindo na estabilidade térmica da enzima (Pessela, 2002). Silva et al. (2014) também
obtiveram resultados semelhantes quanto a fatores significativos de estabilidade, apresentada

pelos derivados sobre MANAE-Agarose em comparagdo com outros derivados, que
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reforcaram o ponto de vista da utilizacdo destes catalisadores imobilizados no processo
biotecnoldgico.

A imobilizagdo em Ag-IDA-Ni-glioxil apresentou uma reduzida estabilidade
térmica, muitos séo os fatores que explicam este comportamento, possivelmente a enzima nao
se encontrava fortemente ligada ao suporte, demonstrando que nem todas as suas subunidades
estavam covalentemente unidas e estabilizadas (dados analisados anteriormente no Capitulo 5,
através da imobilizacdo em suportes glioxil).

Adriano (2008) estudou e concluiu que a estabilizacdo de enzimas multiméricas
parece ser muito mais complexa. Blanco et al. (1989) confirmou que, quanto menor o tempo
de imobilizacdo, a estabilidade do derivado possui um comportamento similar a enzima
soltvel. Assim, a multiinteracdo requer um tempo de imobilizacdo suficientemente grande
para garantir maior nivel de interacdo entre a enzima e o suporte, para evitar a inativacdo da
enzima. Apesar da reduzida estabilidade térmica dos derivados testados, conferiu-se uma
estabilidade muito maior que da enzima livre (dados exibidos no Capitulo 4), estes resultados

fornecem evidéncias de que a imobilizacdo melhora as propriedades da enzima.

6.3.3. Estabilidade frente ao pH da L-Al imobilizada sobre suportes de agarose

A estabilidade da L-Al de Enterococcus faecium quanto ao pH foi investigada
durante 2 horas de incubacdo no pH desejado, a temperatura ambiente, em agitacdo constante.
Utilizaram-se diferentes sistemas tampdes de pH (5,6; 6,0; 7,0; 8,0; 10,0) a 50 mM, na
presenca do cofator MnCl, 1mM. A Figura 6.3 representa os resultados deste estudo.

A Figura 6.3 (A) representa os resultados referentes a imobilizacdo da LAI-
DH10B. A L-Al imobilizada sobre os suportes Ag-IDA-Ni e MANAE-agarose apresentaram
comportamentos similares, mantendo-se 100% da atividade oferecida inicialmente, enquanto
a estabilidade da enzima imobilizada reduziu aproximadamente para 58% e 62% ap0s 2 horas
de incubagdo a pH 10,0, respectivamente. Para o derivado em suporte Ag-IDA-Ni-glioxil
ocorreu uma reducéo da atividade do catalisador a pH 8,0 e 10,0, apresentando uma atividade
final de 69 e 71%, respectivamente.

A Figura 6.3 (B) representa os resultados referentes a imobilizacdo da LAI-BL21.
Observaram-se comportamentos semelhantes, quanto a estabilidade ao pH, para todos os
derivados avaliados, com uma pequena reducéo da estabilidade a pH 8,0 e 10,0.



114

Capitulo 6 — Resultados: Imobilizacéo e Estabilizacdo da L-Arabinose Isomerase SOUSA, M.
I (A)
100 %\§7§
g \+Xi
< 50- >
0 I I I I I
5 6 7 8 9 10
pH
(B)
100

Figura 6.3. Efeito do pH na estabilidade da LAI-DH10B (A) e LAI-BL21(B), imobilizadas
sobre MANAE-agarose (™), Ag-IDA-Ni (*) e Ag-IDA-Ni-glioxil (®). As amostras de

enzima foram incubadas em sistemas tampdes de pH (5,6; 6,0; 7,0; 8,0; 10,0) a 50 mM.
6.3.4. Estudo dos paré@metros cinéticos da L-Arabinose Isomerase imobilizada

As Figuras 6.4 (A e B) mostram a atividade da L-arabinose isomerase
imobilizada, em Ag-IDA-Ni, Ag-IDA-Ni-glioxil e MANAE-Agarose, frente a diferentes
concentracdes de substrato. Utilizou-se uma concentracdo fixa de enzima, com baixa carga
(aproximadamente 2 U. mL™, para prevenir possiveis problemas difusionais), para todos os
derivados avaliados. Observou-se uma rapida ascensdo da velocidade de reacdo,
principalmente para os derivados contendo a enzima LAI-BL21, conferindo maiores valores

da velocidade méaxima.

Verificou-se a influéncia da concentracdo do substrato na velocidade inicial da
reacdo enzimatica, ver Figura 6.4. Pode-se notar que as L-Als imobilizadas obedeceram a
cinética michaeliana, permitindo uma estimativa dos pardmetros cinéticos do modelo de
Michaelis-Menten (Km € Vimax), ver Tabela 6.3.
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Figura 6.4. Influencia da concentracdo de substrato na velocidade da reacdo enzimatica. Os
simbolos representam 0s pontos experimentais e as retas, o ajuste do modelo de Michaelis
Menten, utilizando software Origin 8.1. LAI-DH10B (A) e LAI-BL21 (B) imobilizadas sobre
suportes: MANAE-agarose (O), Ag-IDA-Ni (A) e Ag-IDA-Ni-glioxil (e).

Segundo os resultados apresentados na Figura 6.4, ocorreu um decréscimo nos
valores cinéticos de velocidade maxima para a enzima expressada em DH10B em relacédo a
BL21, em quase 50%. Como foi explicado anteriormente, isto se deve ao processo de
expressdo da enzima em cada uma das diferentes cepas, e também quanto a presenca dos
residuos de His em extremos diferentes. Segundo Copeland (2000), em alguns casos,

mudangas nas condi¢es de reacdo, como por exemplo, pH ou temperatura, podem ter
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influéncia no valor de Ky e Vmsx. A Tabela 6.3 apresenta os resultados dos parametros

cinéticos das enzimas imobilizadas.

Tabela 6.3. Parametros cineticos das LAI-DH10B e LAI-BL21 imobilizadas em suportes Ag-
IDA-NI, Ag-IDA-NI-glioxil e MANAE-Agarose, utilizando D-galactose como substrato.
Atividade enzimatica oferecida de 2 U. mL™.

Amostras Suportes Km (MM) Vmax (MM.min™) R®
IDA-NI 165 + 49 0,026 + 0,002 0,97

LAI-DH10B | IDA-Ni-glioxil 45+ 19 0,011 + 0,000 0,82
MANAE 28+8,6 0,013 + 0,000 0,92

IDA-NI 239 + 103 0,065 + 0,009 0,93

LAI-BL21 | IDA-Ni- glioxil 227 +76 0,055 + 0,006 0,97
MANAE 218 + 82 0,08 + 0,009 0,96

Para a enzima LAI-DH10B imobilizada, observaram-se menores valores das
constantes cinéticas, Kn,, quando comparados com a enzima na forma sollvel recombinante
(Km=83 mM) e nativa (Kn=177 mM), neste caso a mudanga de afinidade devido o processo
de imobilizacdo favoreceu a afinidade para o substrato. Com exce¢do do derivado da LAI-
DH10B em suporte Ag-IDA-Ni, que apresentou um K., de 165 mM, maior que o K, da
enzima sollvel recombinante, sugerindo-se que provavelmente o centro ativo tenha sido
modificado com a imobilizacdo e alteracfes estruturais da enzima podem ter dificultado a
afinidade ao substrato analisado, indicando que esse sistema imobilizado possivelmente
possue certa limitacdo difusional (Silva et al., 2014).

Na analise dos parametros cinéticos para os derivados da LAI-BL21, ndo pdde-se
comparar as constantes cinéticas da enzima sollvel, pois a cinética da enzima soltvel
apresentou-se de forma sigmoidal (Figura 4.12B) e a cinética da enzima imobilizada
comportou-se de forma hiperbdlica (Figura 6.4B). Segundo Cardoso et al. (2009) devem ser
considerados os efeitos da imobilizacdo sobre pardmetros cinéticos da enzima, que adquirem

novas propriedades cinéticas e modificacdes em seus valores de K, € Vimax.
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6.4. CONCLUSOES PARCIAIS

A diferenca na sequéncia de poli His no extremo N-terminal para a LAI-DH10B e
no C-terminal para a LAI-BL21, influenciou na capacidade de imobilizacao, apesar de serem
enzimas da mesma fonte. Verificou-se um melhor desempenho da LAI-BL21 em todas as
imobilizacOes testadas, apresentando-se valores superiores da atividade recuperada, para 0s
suportes avaliados.

Em conjunto, as informacg6es adquiridas pelo presente estudo indicaram que foi
possivel imobilizar a enzima L-Al, porém néo estabiliza-la. Além disso, os dados coletados
serdo importantes na continuidade de outros trabalhos, visando a imobilizacdo de diferentes
enzimas, utilizando estes suportes estudados. Faz-se necessario um estudo de técnicas de
estabilizacdo da estrutura quaterndria da enzima, para melhorar o desempenho da

imobilizacdo covalente, refletindo na estabilidade térmica do derivado.
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7. CONCLUSAO

Esta tese de doutorado apresentou resultados significantes quanto a clonagem,
fermentacdo, extracdo, purificacdo e imobilizacdo da proteina recombinante L-arabinose
isomerase de Enterococcus faecium. A L-arabinose isomerase (L-Al) nativa e recombinante
de Enterococcus faecium apresentaram caracteristicas bioquimicas (pH e temperatura)
similares, porém, comportamentos diferentes na capacidade de imobilizacdo, apesar de serem
L-Als da mesma fonte. Passamos de um extrato com pouca enzima para um extrato rico em
enzima de interesse, através da engenharia genética, resultando em quantidades satisfatorias
de L-arabinose isomerase na forma sollvel e facilmente purificavel, utilizando Escherichia
coli como micro-organismo hospedeiro.

O processo de purificagdo da L-arabinose isomerase envolveu um Unico passo e
em toda recuperacdo da atividade enzimatica foi superior a 95,9% e 38%, para L-Al BL21 e
DH10B, respectivamente. A enzima purificada foi imobilizada em suporte multifuncional
com rapida imobilizagdo, apresentando um elevado rendimento de imobilizagdo, superior a
75%. Dentre os suportes a base de agarose, o suporte MANAE apresentou-se mais apropriado
para imobilizacdo da L-Al. Sendo que a enzima nativa imobilizada a quitosana ativada por
glutaraldeido, apresentou-se ainda mais estavel, gerando ligacdes estaveis entre grupos do
suporte e proteinas, visto pela estabilidade térmica a 60 °C.

Por fim, os objetivos propostos para esta tese foram alcancados, além disso, 0s
dados coletados serdo importantes na continuidade de outros trabalhos, visando a

estabilizacdo da enzima imobilizada.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

O prosseguimento do trabalho com as proteinas de Enterococcus faecium pode

objetivar as seguintes perspectivas:

e Estudar corpos de inclusdo para producédo da enzima L-arabinose isomerase, a
fim de reduzir a etapa de purificacao;

e Mudancas de temperatura, do tempo de indugdo e da expressdo das células,
serdo suficientes para expressar maiores concentracdes da enzima de interesse;

e Determinacdo dos parametros cinéticos K, e Vmax em largas faixas de
temperaturas 30-50 °C,;

e Conversdo em D-tagatose a partir de varias concentragBes de D-galactose;
¢ Imobilizacdo da enzima L-Al recombinante em particulas de quitosana;
¢ Imobilizacdo da enzima L-Al purificada;

o Realizagdo de ensaios de cristalizag&o, e uma vez obtidos os cristais, utilizar-se
da difracéo de raios-X para estudar as estruturas tridimensionais.
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ANEXO A

fitting files 00001.RA7 to 00030.RA7
s5, step #20 i
rmsd=0.004665 (n=13583,5SR=0.295540)
ME regularizqgnn P=10.68
frict ragi\u =1.292590

1-A

Meniscus = 6,087900
Bottom = 7.206500
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Anexo A. Velocidades de sedimentacédo e diagndstico de associacdo da LAI-DH10B (1A e B)
e LAI-BL21 (2A e B), respectivamente. Dados experimentais adquiridos em fungdo do tempo.

O fitting dos dados de absorbancia versus raio (cm) da cela.

Gréficos do equilibrio de sedimentacdo para as duas enzimas avaliadas observam-
se que ambas as enzimas LAI-DH10B e LAI-BL21 apresentam distribui¢do desordenada das
moléculas do sistema sobre o eixo do grafico (1B e 2B), indicando que a proteina sedimenta
como uma mistura de espécies moleculares. A principio, observou-se, pelos graficos, um
equilibrio quase uniforme e estavel que a medida que vai avangcando na rotacdo da centrifuga

ocorre uma desorganizagdo na distribuigdo das particulas.
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Anexo B
ANEXO B
BR sednterp - [unnamed] E X I
5.l File Results Estimating Database Help _|= ﬂ
Experiment Data [zelect from lizt to retrieve from database] Reference Date
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200
Sample Name Select |m ﬂ|
| V_-har Direct Entry | Standard | Compute 0.7356 v
Buffer Data Select
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|Densit}l Direct Entry | Standard | Compute 0.99836 p
I'Jiscnsity Direct Entry |  Standard | Compute | 1.0020E-2 n
Hydrodynamic Size, Shape, and Hydration: unnamed Lﬂ

‘ Return Reszults from Which Method?

(® Vbar Method

C Teller Method ‘

Results from ¥Ybar Method:

Results from Teller Method:

Ro= 2.5126E-7
fo= 4 7456E-8
Smax= 5.0585E-13
Dmax= 8.5288E-7
Exact Deltal= 0.4195
a/b=3.019
2a=12.203 nm

2b= 4042 nm

Rp= 2.5462E-7
fp= 4 BO91E-8
fAip=1.2777
Smax= 4. 9916E-13
Dmax= 8 4160E-7
Exact Deltal= 0.4195
a/b=2.883
2a=11.934 nm
2b= 4.140 nm
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Select from List to Retrieve from Database

Graph 5hape ‘

" Hpdration Oplions
" Input nothing

" Input a/b prolate
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* Use computed deltal
" Input Deltal:
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" Aszsumed Shape

+ Prolate ellipsoid
(" Oblate ellipsoid
" Cyhnder

Graph afb vz. Hydration ‘

Save to Databaze |

=]

Anexo B. Pico de 3.9S: Compativel com a massa tedrica de um monémero (54.398,86 Da),

com coeficiente de sedimentacéo (s) de 3.8850 x 10, relaco friccional para determinagéo

da forma hidrodindmica desta proteina, foi mais propensa de encontrar formas alongadas com

£1£0=1,2948.



