Imobilizacdo de HRP em polissacarideo de Anacardium occidentale L. para
biocatalise em meio ndo-convencional

I-Introducéo:

Enzimas ocupam uma posi¢do Unica na sintese quimica, devido a alta seletividade e
rapida catélise acima das condi¢fes ambientes de reacdes (Krishna, 2002) podendo ser
modificadas com boa estabilidade através de técnicas de imobilizagdo para recuperar a
biocatalise e melhorar a estabilidade atraves de condigdes ndo usuais como as usadas
em catélise orgénica. A imobilizacdo de enzima é um excelente método que permite alta
estabilidade de armazenamento, melhor controle do processo catalitico, estabilidade
operacional e reducdo da contaminacdo da solucdo de tratamento da enzima, uma vez
que enzimas imobilizadas podem ser facilmente separadas da solucdo (Queiroz et al,
1999). Novas técnicas de imobilizacdo tém sido desenvolvidas para fornecer a
estabilidade das enzimas e facilitar sua recuperacéo e reutilizagdo (Nascimento, 2004).
A catélise enzimatica em meio organico tem gerado enormes potenciais no uso de
enzimas para propostas sintéticas, industriais e particularmente analiticas (Adeyoju et
al, 1994). Das enzimas conhecidas e trabalhadas, a horseradish peroxidase (HRP) é
conhecida por ter uma alta atividade e estabilidade em meio ndo-aquoso e é a mais bem
estudada de todas as peroxidases (Adeyoju et al, 1994). Peroxidase e grande parte de
outras enzimas sdo conhecidas por requererem adicdo de &gua para atividade em
solventes ndo-aquosos (Adeyoju et al, 1994) justificando-se o uso do polissacarideo de
caju (Anacardium occidentale ,L.) como suporte para imobilizacdo desta enzimas e sua
aplicacdo em meio orgéanico, uma vez que 0 proprio suporte é capaz de promover a
hidratacdo da enzima, visto que a agua, sendo critica para esta, é capaz de afetar, quer
influenciando sua estrutura via ligacdo covalente e rompendo as ligacdes hidrogénio,
facilitando a difusdo do reagente quer influenciando o equilibrio da reac&o.

Il - Metodologia:

A ativacdo do suporte é feita quando 10 mL de uma solucdo de polissacarideo de caju
(CGP) ( 5,0 mg mL™) preparada em tampéo fosfato de sédio 0.1 mol L™ pH 7,0 reage
por 30 min, em temperatura ambiente, com 2 mL de periodato de sodio 0.1 mol L™, A
solucdo € precipitada com etanol absoluto na proporcdo de 1:3 (v/v), sendo o
precipitado seco, triturado e armazenado a 4°C. Para o ensaio de imobilizacdo de HRP,
1000pL de uma solucéo de enzima contendo 24 UE mL™ séo mantidos sob agitacéo a
4°C, por 30 min, com 15 mg de CPG ativado com periodato. A atividade enzimatica é
testada ap6s 1 min de reagdo usando pirogalol (0.07mol L™) e H,0, (0.05mol L™), pH
6.0. Apos a imobilizacdo, solventes organicos como etanol, isopropanol, acetonitrilla,
acetona, éter etilico, cloroférmio, hexano e dimetilsulféxido (DMSQ) sdo utilizados
para definir a melhor condicdo de precipitacdo. Aliquotas de 100uL da enzima nativa
sdo mantidas em solucdo destes solventes na mesma propor¢do usadas para a
imobilizacdo, em tempos de incubacdo que variam de 30, 60, 90 e 120 min. Apés a
precipitagdo com os solventes orgénicos e a centrifugacdo do suporte-enzima (CGP-
HRP) por 20 min, o solvente é removido e o suporte-enzima dissolvido no meio de
reacdo pra ensaio de atividade. O CGP-HRP ¢ precipitado novamente com 0 mesmo
solvente e separado do meio de reacdo como descrito. Este procedimento segue-se
repetidamente.

111 — Resultados e discussao:

Dos solventes organicos utilizados, o melhor resultado obtido foi com a utilizacdo de
acetona para a precipitacdo do CGP-HRP, com manutencdo da atividade enzimatica em
100% no segundo uso. Cada uso possui um tempo de cerca de 30 min, correspondendo
a um total de 180 min de exposi¢do ao meio organico. Neste intervalo, a enzima nativa



(livre) perde totalmente a atividade. Em ordem decrescente, o tratamento com o0s
solventes resultou na manutencédo de 93,3% da atividade com isopropanol, 42,4% com
DMSO, 20,2% para éter etilico, 17,6% com etanol, 9,6% com acetonitrila, 8,7% para
hexano e 1,3% para cloroformio. O melhor resultado de reusabilidade obtido para CGP-
HRP mostrou-se com a acetona e fosfato de sddio na precipitacdo da enzima
imobilizada; nestas condigdes, CGP-HRP foi utilizado trés vezes com 100% da
atividade, com decréscimo de 37% da atividade ap0s quatro usos .

IV — Concluséo:

Os solventes testados para precipitacdo de CGP-HRP permitiram simultaneamente
avaliar a recuperagdo do suporte e a resisténcia da enzima imobilizada exposta ao
ambiente organico. Os resultados do trabalho sdo promissores, indicando que o
polissacarideo de caju (Anacardium occidentale, L.) é um excelente suporte para a
biocatalise com HRP em meio ndo convencional, organico ou em alta concentracédo de
sal, pois é capaz de resguardar a camada de solvatagdo da enzima durante a precipitacdo
com solvente organico, e simultaneamente facilitar difusdo do reagente no ambiente
hidrofilico de reacéo.
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