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"PROCESSO PARA A PREPARAGKO
DE ENZIMAS ESTABILIZADOS"

A presente inveng3o refere-se a um produto enzimitico
estabilizado e a um método para a sua preparagZo. O produto enzi-
mético estabilizado pode estar sob a forma de uma solugZo aquosa
ou sob a forma de um produto liofilizado. O produto enzimético es
tabilizado de acordo com a presente inveng¢do pode estar eventual-

mente estabilizado mediante imobilizagzo.
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ANTECEDENTES DA INVENGAO

Un dos problemas intrinsecos que frequentemente impede mal
or desenvolvimento de aplicagdes analfticas e sintéticas dos enzi-
mas € a instabilidade inerente a muitos enzimas. Esta limitacdo &
crucial especialmente no caso de aplicagBes que envolvem a expgo
si¢zo prolongada dos enzimas a elevadas temperaturas ou & nresen
Ga de solventes orglnicos (referéncias 1, 2 & 3).

4 perda das actividades enzimlticas pode resultar de dife
rentes factores que impde o seu efeito através de mecanismos dife
rentes, sendo o desenvolvimento estrutural do enzima o mais frequen
te (referénrias 2 e 4).

A estabilizagBo enzimltica por meio de restri¢Bes imvostas
ao enzima, que limitam as suas grandes alteragdes de configuragio
foi tentada no passado através de uma das duas vias principais: Ti
gidez da estrutura de protefna por ligag3o a pontos mlltiplos, a
suportes poliméricos insolfveis em Agua (referéncias 1, 2, 4 e 5),
ou por meio de adigBo de diversas solugdes (referéncias 6, 7, 8 e
9.

Diversas informagles na literatura descrevem a ligagZo de

polimeros solfiveis em &gua a enzimas, visando a estabilizagZo dos

-



enzimas na forma solfivel ( para revisZo consultar a referéncia 1).
Assim, conjugados de polf{mero-enzima solfivel na &gua, preparados
por meio de ligag¢Zo dos enzimas a polissachridos (referéncias 1,
10, 11 e 12), Alcool polivinflico (referéncia 13), polivinilpirro
lidona (referéncia 14) e 4cido polimetacr{lico (refer&ncia 4) tém
sido descritose.

A estabilizagBo eficaz de enzimas solfiveis através desta
via depende acentuadamente da obtengZo de uma inter-ac¢zo intensa
enzima-polfmero multipontos, numa via complementar (referéncia 1
e 4). A efichcia destes conjugados enzima-polimero também depende
r4 da natureza quimica do radical polimérico que cria um microam-
biente hidrofflico ou carregado na vizinhanga do enzima. O conju-
gado mais eficaz deste tipo parece ser o conjugado de quimiotripsi
na—%4cido polimetacrflico, preparado por copolimerizagZ@o do A&cido
metacr{lico e de enzima tratado com cloreto de acriloflo (referén
cia 4). O derivado de enzima poli-znidnico resultante exitiu uma
estabilidade comparével 3 estabilidade do enzima anflogo envolvido
por gel, preparado por copolimerizagZo de metacrilamida ou acrila

mida, com bisacrilamida e enzima tratado com cloreto de acriloflo.

Resumo da Presente Invencdo

De acordo com esta inven¢do, proporciona=-se um produto en-—
zimldtico sollvel na &gua, biologicamente activo estabilizado, carac
terizado pelo facto de as moléculas enziméticas vossufrem uma estru
tura protectora de duas camadas que compreende um revestimento de
base de poli-aldefdo ligado a grupos amino livres do enzima e sobre
esta uma camada polimérica exterior reticulada, sendo os polimeros

dessa referida camada exterior de uma espécie que no estado n3o 1i



gado abrange grupos amino livres e/ou grupos acil hidrazida.

A presente invengZo tamb&m proporciona um método para a
prepara¢do de um produto enzimbtico activo biologicamente, estabi
lizado do tipo especificado, caracterizado pelo facto de, numa pri
meira fase, o produto de enzima natural reagir em solug@o aquosa
com um excesso de um polialdefdo solfivel em Agua para produzir um
produto enzimitico intermédio em que as moléculas do enzima est@o
revestidas com a referida camada de base de poli-aldefdo e por
numa segunda fase o referido produto enzimftico intermédio reagir
em solug@o aquosa com um reagente polimérico comportando grupos ami
no livres e/ou grupos acil hidrazina livres.

A estrutura protectora de duas camadas preparada de acordo
con esta invengZo seri ocasionalmente rTeferida aqui por "gaiola™
(cage) e a sua producio por "engaiolamento". Esta proporciona diver
sas vantagens sotre a técnica anterior, tzl como:

- 0 conceito de gaiola & geral e permite também z estabili
zagio dos enzimas que suportam um pequeno nimero de resfduos lisi
lo. Este facto & devido a que o polialdefdo utilizado na primeira
fase amplifica o nfimero total de fontes de reticulagZo formadas e,
consequentemente, como distinto da técnica anterior (referéncia 4
o grau de estabilizag¢3o nZ%o devenderi apenas 4o contefido de grupos
lisilo do enzima (referéncia 4).

- o método de "engzaiolamento" & baseado na utilizagBo de
reagentes poliméricos solfiveis em 4gua e & vortanto virtualmente
isento de efeitos tdxicos e inibidores que ocorrem guando reagentes
de peso molecular reduzido tém que ser utilizados tais como por
exemplo, cloreto de acriloflo e acrilamida.

- O conceito de "gaiola" permite controlar o microambiente



do enzima "engaiolado" mediante modificagB0 apropriada ou escolha
da natureza quimica do reagente do polimérico utilizado na forma

G3o0 da camada exterior. Por exemplo, pode intrcduzir-se hidrofo-

bia ou hidrofilia no referido reagente polimérico tal como requer
a natureza da enzima ou o fim a que se destina.

~ devido ao efeito associado de duas camadas de constitui
Gdo.da "gaiola". A estabilizag¢®o da enzima & mais eficaz quando
comparada com conjugados polfmero-enzima com uma sb camada.

A natureza dos reagentes na primeira e segunda fases refe
ridas n3o é critica. Assim, na primeira fase pode utilizar-se qual
quer poli-aldefdo solfvel em &gua susceptivel de reagir com grupos
amino livres formando parte de resfduos lisilo da enzima, sendo um
exemplo tipico o poliglutaraldefdo. Do mesmo modo n3o & critica na
escolha do reagente polimérico solfvel em Agua a utilizar na segun
da fase desde gue este comporte grupos amino ¢/ou acil hidrazida
livres, uma vez que s3o estes grupos que fazem reticulagBo com gru
pos carbonilo do revestimento com base de poli-aldefdo.

Exemplos tipicos de reagentes poliméricos utilizados na sg
gunda fase sZo as poliacrilamidas, poliacrilamidas N-alquiladas,
derivados de acil hidrazida ou de amina de poliacrilamidas, polivi
nil-hidrazicas, polivinilaminas, polilisina, diversas protefnas e
outros.

Se apropriado um produto enzimAtico estabilizado com as mo
léculas da enzima "engaioladas" de acordo com a presente invengZo
pode ser depois estabilizada por meio de imobilizag&o. Como a cama
da exterior da enzima estabilizada de acordo com a presente inven
GZo & feita de poliacrilamida-amina ou derivados de acil hidrezida,
a sua imobilizagd@o & facilmente obtida quer por ligacZo quimica quer

por reticulag@o, Este iltimo método & particularmente apropriado



uma vez que a solugdo de enzima estabilizada obtida no fim da sg
gunda fase contém um grande excesso de polimero nfo ligado que po
de ser utilizado para formar uma matriz mediante reticulacgZo ade-
quadae.

A imobilizagZ@o de enzimas por meio de matrizes de gel &
conhecida e foi utilizada com sucesso para a imobilizagZo de enzi
mas em gel de poliacirlamida-hidrazida reticulada com glioxal
(referéncia 21 e 25).

Acredita-se que a estabilizag¢3o de enzimas "engaioladas"
de acordo com a presente invengZo resulta de uma associagBo de dois
efeitos, por um lado ocorre a supressZo fisica do processo de desen
volvimento pela "gaiola" polimérica reticulada construfda em volta
da enzima. Por outro lado ocorre uma supressio quimica das altera
GOes de configuragBo devido ao efeito de microambiente da fracgao
polimérica hidrofflica ligada.

Um perfodo enzimftico estabilizado de acordo com a Dresen
te invengZo pode ser armazenado em soluglo aquosa ou liofilizado
sob a forma de um pd seco e guardado como tal. Descobriu-se surpre
endentemente gue, de acordo com esta invengZo a liofilizag3o do pro
duto enzirltico "engaiolado™ aumenta ainda mais a sua estabilida-
de. Além disso, a imobdilizagio da enzima "engaiolada" liofiligzada
em glioxal reticulado com gel de poliacrilamide-hidrazidz resulta
numa ampliagdo méxima desta via de estabilizagZo.

Os produtos enzimiticos estabilizados e eventualmente im
bilizados de acordo com a presente invencio podem ser utilizados
numa variedade de procesms quimicos catalisados pelas enzimas rea

lizados de uma sb vez ou continuamente.
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Descriggo dos Desenhos

Para maior compreensBo da presente invengio esta serd agp
ra descrita através da refer8ncia aos desenhos anexados,em que:

- a figura 1, representa un diagrama de estabilizag@o da
estearase de figado de porco mediante "engaiolamento" de acordo com
a presenfe invengf@o expresso pela resisténcia a temperatura asso-
ciada - efeitos de desnaturagdo de co-solvente por trés solventes
diferentes, em comparagéo com o comportamento da carboxilestearase
natural sob condig¢des semelhantes;

- a figura 2, representa um diagrama da estabilidade térmi
ca de estearase de fi{gado de porco "engaiolada" liofilizada envol-
vida num gel de poliacrilamida-nidrazida, de acordo com a presente
invengdo, em comparag¢do com o comportamento da estearase de figado
de porco natural sob condigdes idénticas; e

- a figura 3, & uma representagZo esquenAtica da formagZo
de uma gaiola protectora de duas camadas de acordo com a presante

invengiao.

DescrigZo da Invengzo

Foi estudada a estabilizag2o de enzimas "engaioladas" de
acordo conm esta invengZo em solugido aquosa e na presenga de solven
tes orginicos misciveis com a &gua. & estabilizagBo para evitar a
desnaturagZo por co-solventes orgdnicos & de grande valor prético
porque estes co-solventes podem ser utilizados para o reforgo do
sukstrato e solubilidades do produto e a inversZo cas vias de reac
GZo "naturais" (referéncia 3 e 21). O efeito de estabilizacgZo foi
avaliado através da determinag¢@o da constante da taxa de inactiva

¢80 (KINA) para as enzimas naturais e "engasioladas" (liofilizadas)



incubadas A temperatura de 5500 na presenga de um co-solvente. Co-
-solventes gque representam o© grupo que exibe apenas uma interfe-
réncia moderada com a retengio da estabilidade da enzima na sua
presenga (por exemplo, etileno glicol, dimetil sulféxido, referén
cia 21), assim como co-solventes que exibem o efeito de desnaturag
cZo forte (por exemplo, etanol) foram utilizados e a estabilizacgzo
de acordo com a presente invengio verificou-se ser eficaz com sol
ventes de ambos os grupos.

Na figura 1, os circulos n3io a cheio Trepresentam, uma car
boxilestearase "engaiolada" estabilizada de acordo com esta inven
GZo e os circulos negros a cheio representam a enzima naturel, sen
do claro que a taxa de inactivagZo da primeira & muito menor que a
taxa de inactivag@o da filtima. Esta estabilidade reforgada contra
a desnaturagao pelo etileno glicol, dimetil sulfbxido e etanol,
vermite um aumento significativo do contefido do co-solvente presen
te, seum prejudicar a actividade enzimbtica. Prrodutos enzimhticos
estabilizados de acordo com esta inveng@o podem portanto ser utili
zados com vantagem como catalisacdores na realizagfo Zas reacgdes
em que sZo necessérios dos co-solventes provenientes do exterior
ou gue se formam no decurso da reacgzZo.

A figura dois indica que um produto enzimitico imobilizado
e "engaiolado™ liofilizado de acordo com a presente invenqéo.(cir—
culos n3o a cheio, reteve a sua actividade para além de dezasseis
dias, virtualmente sem qualquer alterac¢fo, enquanto que a daz enzi-
ma natural (circulos a negro) decaiu bruscamente. no primeiro dia
e a partir dal, essa actividade aproximou-se assimptoticamente do

valor zero.



Nestes testes as enzimas forma incubadas 3 temperatura de
55°C em tampdo 0,05 M Tris, pH 8, e as actividades verificadas
periodicamente.

A figura 3, representa esquematicamente a formagZo de um
"engaiolamento" de duas camadas de acordo com a presente invengao,
Como se mostra, na primeira fase uma molécula de enzima reage com
um_polialdeido para proporcionar uma enzima com um revestimento ba
se. Este produto em seguida reage com um "polfmero 2" solével na
fgua ¢ transportando grupos amino e/ou acil hidrazida, para formar
uma enzima numa galola de duas camadas de acordo com a presente in
vengio.

A presente invengZo seri agora wmeis detalhada através da
descrigdo dos exemplos seguintes que nfo sio limitativos. Todas as

indicagdes de temperatura sfo em graus centf{grados.

EXEMPLO 1
EstabilizagZo de glicose oxidase (E.C. 1.1.3.4) por engaio

lzmento de duas camadas.

l. Preparag®o de reagentes polimérices :

a) glutardialdefdo polimérico solfivel em Agua:

Num frasco de fundo redondo de 100 ml, & temperatura cons

tante de BOOC, adicionaram-se 20 nl de KECO 1 M, oH 10, e en se

5
guida 20 ml de glutardialdefdo a 25% (p/v) (Merck, Cat N° 4233), A
reacgio de polimerizagZo ficou a processar-se durante duas hoTas

3 temperatura de 500 C. A mistura reaccional foi em seguida arre-

fecida para a temperatura ambiente e o pH corrigido para 7, median

te a adigi@o de Acido clorfdrico concentrado & os precipitados reti
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rados por -centrifugagzo a 7000 rotagles por minuto durante 10 ni

nutos. A solugBo restante foi em seguida adicionada com dez vezes

0.seu volume de acetona para eliminar o carbonato de potlssio e os

sais por precipitagdo. A& soluglBio foi em seguida separada, a aceto

na evaporada e a restante solugBo 1liofilizada e conservada 3 tem -
peratura de -20°C (rendimento: 3,3 g correspondente a 66%).

O glutaraldefdo polimérico solfivel na Agua obtido deste mo
do continha 0,35 milimoles de grupos aldefdicos por grama em peso
ceco, determinado de acordo com J.S. Tompson e G.D. Shockman, 1968
Analytical Biochemistry 22, 260 - 268 e os seus pesos moleculares
avaliados, por filtracZo de gel (Biogel P-6) contra a padrdes de

proteina, em 1000.

b) Preparac3o de poliacrilamidas:

b-1) Poliacrilamida de peso molecular 8000:

Num frasco de fundo redondo de um litro, equipado com um
agitador magnético, adicionaram-se 680 ml de fgua. & temperatura
foi mantida a 4°C por meio de um banho de gelo e adicionaram=-se 4 g
(0,056 moles) de acrilamida monomérica sob atmosfera de azoto. A
seguir 2 total dissolug®o do monbmero, adicionaram—se 4,6 ml (0,034
mole) de N,N,N,N-tetrametiletilenodiamina e em seguida imediatamen
te 20 ml de persulfato de ambnio 0,8777M (4g em 20 ml). & reaccio
de polimerizagZo ficou a processar-se durante uma hora sob gelo e
atmosfera de azoto.

A solugio de polfmero foi em seguida adicionada gota a go-
ta a 3,5 litros de metanol arrefecido em gelo, o precipitado sepa-

rado por filtragZo, conservado durante a noite 2 temperatura de



4°C sob metanol, separado e seco num evaporador rotativo durante
30 minutos & temperatura de 40°Cc. 0 polfmero foi finalmente seco
sobre vAcuo em P205. O polfmero seco foi conservado num vaso fe-
chado cuidadosamente & temperatura ambiente (rendimento 5,2 g cor

respondente a 80%).
b-2) Derivado de alquilamina:

Num frasco de fundo redondo de 250 ml equipado com um agi
tador magnético colocaram-se 100 ml de etileno glicol e ajustou-se
a temperatura para 50°C em banho de 6leo. Adicionou-se 1 g de polli
acrilamida e a dissolugdo ficou a processar-se a essa temperatura
durente a noite. Em seguida subiu-se a temperatura para 100°C e adl
cionaram-se 13 ml (0,13 mole) de 1,4 diaminobutano. A reacgio de
aminflise processou-se 3 temperatura de 100°C durante trds horas.
Em seguida a solugZo foi arrefecida com gelo e misturada com 100
ml de &cido clorfdrico 2N arrefecido com gelo. O pH desta solugio
fol corrigido rara 6,3 e a solugzo foi dialisada quatro vezes con
tra cinco litros de fosfato 0,02 M, ©H 6,3; fosfato 0,02 M, oH 6,3;
fosfato 0,02 M pH 6,3 e finalmente Agua.

O polfmero foi finalmente recolhido por liofilizaglo (ren
dimento essencialmente quantitativo, contefido de amina 2 mil equi-
valentes por grama de polimero seco, convers3o de 12,5 % determi~
nada titTimetricamente de acordo com J.F. Inman e H.M. Dintzis
(1969) Biochemistry 8, 4074 - 4082) e conservado 3 temperatura de

-20°c.

2. "Engaiolamento de duas camadas de glicose oxidase

2-a) Num balZo de 20 ml equipado com um agitador magnético e

conservado & temperatura de 400, adicionaram-se 9,8 ml de uma solu



cdo de 10 mg/ml de guataraldefdo polimérico em fosfato 0,2 M,

pH 8,2, e em seguida 0,2 ml de uma solugdo de glicose oxidase a

50 mg/ml em fosfato 0,2 M pH 6,0. A reacgio de ligag3o ficou a pro
cessar-se durante 3 horas & temperatura de 4°c, 0 polimero n3o li-
gado foi retirado por diflise (3 vezes contra tampio de fosfato 0,2

M, pH 8).

\

2-b) Num bal3o de 20 ml equipado com um agitador megnético e &
temperatura de 4OC, adicionaram-se 16 ml de um derivado aminobuti
lico de uma solugZo de poliacrilamida (0,25 mg/ml em fosfato 0,2
M, pH 8,0) e em seguida 4 ml de uma soluglo de glicose oxidada Te
vestida com poliglutaraldefdo (obtido como descrito anteriormente).
A reacgio foi deixada a processar-se durante 3 horas & temperatura
de 4°C e o pH corrigido para 6,0 mediante didlise contra fosfato
0,2 M,pH 6,0.

A enzima estabilizada foil conservada sob a forma de solugZo

o) N Cain
& temperatura de 4°C ou sob a forma de pb liofilizado.

5. Estavilizagio de glicose oxidase para inactivagdo

térmicas

L estabilizagZo de glicose oxidase para a desnaturagifo tér
mica fol demonstrada mediante a avaliagZo da velocidade de inacti-
vagZo da enzima natural ou da enzima estabilizada a uma temperatu-

ra elevada fixada en BOOC. A constante de velocidade definida como:

KTNA = — -+ N _E(T)/E(Q)
T

em que: E(T) = actividade enzimftica determinada no tempo "T"
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E(0) = actividade enzimhtica determinada no tempo "O" (para a des
crigio deste método ver a referdncia 24).

Os dados est@o representados no Quadro 1.

Quadro 1: Efeito de "engailolamento" de duas camadas na

estabilidade térmica de glicose oxidase

Enzima KINA KINA rela Actividade residual apbds

(n75,55°C)  tiva (%) 5h a 55°C (%)
nativa
(controlo) 0,19 100 43

tratado com pg
liglutaraldefdo 0,066 35 60

"gaiola® de
duas camadas 0,0%2 17 80

4, EstabilizacZo de glicose oxidase para a inactivagiao re

sultante na presenga de co-solventes orginicos.

A estabilizagBo da glicose oxidase contra o cfeito de des
naturagio de csolventes orginicos miscfiveis comn a &gua fol demonstra
dz mediante a avaliagBo de velocidade de inactivacio (XINA) para a
enzima natural e a enzima estabilizada a uma temperatura fixada en
SOOC na presenga de co-solvente 3,5 M (20 %)« Os dados est3o repre

sentados no Quadro 2.
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Quadro 2: Efeito de "engaiolamento" de duas camadas na
toler@ncia da glicose oxidase para os solventes

orgénicos.

Co-solvente Enzima natural ZEnzima "engaiolada" Relativa
(todos a 3,5 M) (a) (b) (b/a,%)
nenhum 0,19 0,055 29
etilenoglicol 0,16 0,074 46
DMSO 0,019 0,075 40
DMF 0,40 0,22 55
etanol 1,020 0,40 39
formamida 1,74 0,50 29
EXEMPIO 2.

Estabilizag3o de estearase de figado de porco (E.C. 3,1,1,1)

por "engaiolamento" de duas camadas.

1. Preparacdo dos reagentes poliméricos:

Prepararam-se poliglutaraldefdo polimérico e poliacrilami
da como se descreveu no Exemplo nlmero 1.

Un derivado de acil hidrazida de poliacrilamida foil prepa
rado do seguinte modo: num frasco de fundo redondo de 100 ml equi-
pado com um agitador magnético foi mantido & temperatura de 5OOC,
verteram-se 38 ml de 4gua e 1,5 g de poliacrilamida. Apds a dissg
lugBo completa adicionaram-se 12 ml (0,23 mole) de hidrato de hi-
drazina e a reacg@o de hidrazinblise processou-se durante 4 horas.

O derivado de acil hidrazida obtido sete modo fol separado vor pre
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cipitag¢Bo induzida pela adigBo gota a gota da solugZo reaccional

aquosa a 250 ml de metanol, recolheu-se por centrifugagdo, dissol
veu-se e preci:pitou-se de novo como referido antes, conservou-se

durante a noite 3 temperatura de 4°C sob metanol, separou-se e sg
cou-se num evaporador rotativo, 30 minutos & temperatura de 4000,
e finalmente secou-se sob o vécuo com pentdxido de fésforo. O po-
1fmero seco (contefido em acil hidrazida: 1,5 milimole/g determina
do de acordo conm a refréncia 19, rendimento essencialmente guan-

titativo) foi conservado & temperatura de -20°C.

2. "Engaiolamento" de duas camadas de estearase de figado de por
CO.

2-a) Num frasco de 50 ml equipado com um agitador mzgnético e
mantido 3 temperatura de 4°C, adicionaram-se 19,7 ml de uma solug3o
de poliglutaraldefcdo a 4 mg/ml em fosfato 0,05 M, pH 8,0 e em segul
da 0,3 ml de uma solucio de enzima a 11 mg/ml (Sigma Cat. N: E-
-31238). A reaccBo de ligacio ficou a processar-se & temperatura de
4°¢ durante 3% lioras e o excesso de poliglutaraldeido foi retirado

por meio de diflise (tr8s vezes contra fosfato 0,05 ¥, tH 8,0).

Co e man

[

2-b) Num frasco de 100 ml equipado com agitador magnét
tido a temperatura de 400, adicionaram-se 4i ml de derivado de acil
hidrazida de poliacrilamida em fosfato 0,05M pH 8 a 5 wz/ml = em
seguida 19 ml de uma solugZo de enzima de poliglutaralcdefdo (obti-
da como descrito antes). 4 reacg3o ficou a processar-se durante 3
noras & temperatura de 4°C e finalmente foi dializada contra tam-
ndo 0,05M Tris pH 8. A enzima estabilizada fol comservada sob a for

ma de solug3o & temperatura de 4°C ou sob a for:z de pd liofiligzado.
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3. Estabilizag3o de estearase de figado de porco para

inactivag3o térmica.

A estabilizagBo de estearase de figado de porco para desna
=1

turag@o pelo calor foi demonstrada pela determinac3o de KINA (h™—,

5500) como descrito no Exemplo l. Os dados est@o apresentados no

Quadro 3.

Quadro 3. Efeito de "engaiolamento" de duas camadas na es

tabilidade térmica da estearase de figado de por

COe
Enzima KINA KINA rela Actividade residual apbs
(n71,55°C)  tiva (%) 5 h a 55°C (%)
natural 0,140 100 47
(controlo)
tratada com po
liglutaraldefdo 0,047 34 50

"engaiolamento" de
duas camadas 0,032 23 82

4, Estabilizagfo de estearase de ffzado de porco parz a

presencga de solventes misciveis com a Aguz.

A estabilizagd@o para o efeito de desnaturagZo de co-solven
tes misciveis com a &gua presentes numa concentraglo de 3,5 M
(aproximadamente 20 %) foi demonstrada de acordo com a descrigio
do exemplo l. Os dados est@o representados no Quadro 4 e sZo rela

tivos a preparagBes enzimdticas "engaioladas" e liofiligzadas.



Quadro 4: Efeito de "engaiolamento™ de duas camadas na to
ler@ncia da estearase de ffgado de porco aos

solventes orginicos.

KINA (n™1, 55°C)

Co-dissolvente — —_ e e e
(todos a 3,5 M) Enzima natural Enzima "engaiolada"
: (liofilizada)

nenhum 0,14 0,00

etilenoglicol 0,24 0,00

DMSO 0,24 0,01

propilenoglicol 0,50 0,00

etanol 2,95 0,093

EXEMPIO 3.

Estabilizacg3o de{b-Lactamase (E.C. 3,5,2,6) por "engaiola

mento" de duas camades.

l. Preparacio de reagentes poliméricos: o poliglutaraldefdo foi
preparado como descrito no Exemplo 1. A poliacrilamida com gruvos
acil hidragzida como substituintes parciais foi preparada como des

crita no Exemplo 2.

2. As duas fases do processo foram rezlizadas essencialmente cg

mo descrito no Exemplo 2 para a estearase do figado de porco.

3. A estabilizagfo de P—Lactamase 2 desnaturagio pelo calor me
diante "engaiolamento" de duas camadas de acordo com a presente in
~ 5 L e - -1 o)
veng8o fol demonstrada pela avaliagZo de KINA (h™~, 55°C) como des

crito no Exemplo 1. Os dados est@o representados no Quadro 5.



Quadro 5: Efeito de "engaiolamento" de duas camadas na

estabilidade térmica de P-Lactamase

Enzima KINA KINA re- Actividade residual ap8s-
(n7h, 55°C)  lativa (%) 5 a 55°C (%)

nativg

(controlo) 0,52 100 10

tratada com po

liglutaraldefdo 0,10 19 28

bi-fase

"engaiolada" 0,03 6 70
EXEMPLO 4

EstabilizagZo de enzimas "engaioladas" por liofilizagHo

A liofilizagZ3o das enzimas "engaioladas" resultou numa me-
lhoria bastante significativa da estabilidade da enzimz. Este efel
to esth em contraste com o efeito corrente de liofilizag3o nos en
zimas naturais; em muitos casos a sua estabilidade diminui, e em
outros permanece inalterfvel.

O efeito de liofilizagZo na estabilidade de enzimes "engai
oladas" estd representado no Quadro & para a estearase de f{zado

de porco e para p-Lactamase.



Quadro 6: Efeito de liofilizagZo na estabilidade térmica

de enzimas naturais e enzimas "engaioladas"

KINA (h™t, 55°C)

Enzima antes da apbs liofi
liofilizagZo lizag3o

Estearase de figado de

porco natural 0,12 0,14
Estearase de figado de
porco "engaiolada" 0,032 0,00
(> -lactamase - nativa 0,52 2,59
(>-lactamase - "engaiolada™ 0,03 0,00
EXEMPLO 5 ¥

ImobilizagZo e estabilizagZo de enzima "engaiolada" lio-

filizada. Processo de imobilizagZo.

Numa solugZo de 1,5 g de poliacril-hidrazida (peso molecu-
lar de 100 000) em 8,5 wl de Agua destilada adicionou-se com uma
agitag@o cuidadosa 0,5 ml de tampBo de fosfato 1 M, pH 8. A solu
G&o tamponada de uma estearase de ffgado de porco “"engziolada™
liofilizada, preparada como no Exemplo 2 (150 mg em 1 ml de fosfa
to 0,05 M, pH 8, 20 UE) foi adicionada em seguida, agitada cuidado
samente mediante um agitador magnético = a solugZo obtida deste mo
do injectada (injector exterior 2 ml) numa solucgio de glioxal a 1%
arrefecida em gelo. As porgles gelificadas obtidas deste modo foram
deixadas a endurecer durante uma hora e em seguida divididas em
fragmentos de 2 ml por meio da passagem através de uma seringa sob

pressBo (difmetro exterior 2 mm). O gel foi em seguida incubado 3
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temperatura de 4°C durante 20 horas e novamente fragmentado em
partfculas de cerca de 0,25 mm por meio de um homogeneizador de
18mina ("Sorval Omnimixer™, 7000 rotagBes por minuto, 1 minuto).
As partfculas de gel foram lavadas com 1 litro de tampio 0,05 M de
Tris arrefecido com gelo (pH 8), fez-se de novo a sua suspensdo em
50 ml do mesmo tampio e conservadas a temperatura de 4°C até 3 sua
uti}izagéo. |

A estabilidade térmica a 55°C desta preparagdo esté repre

sentada na figura 2.
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l1.- Processo para a preparacao de produtos enzimaticos
biologicamente activos, estabilizados e soluveis na agua em gque
as moleculas do enzima possuem uma estrutura protectora com duas
camadas que comportam um revestimento de base polialdeidice licads

aos grupos amino livres do enzima e, reticulado com esta, un reves-

timento polimérico exterior, sendo os polimeros que constituem o
citado revestimento exterior de um tipo gue, no estado nao-licaco
compreendem grupos amino e/ou acil-hidrazida livres, caracterizado

pelo facto de se fazer reagir, em uma primeira fase, um procduto

de enzima natural em solugao aguosa com um excesso de um polial-
deido soluvel ne agua para se obter um produto de enzima interré-
dio em aque as moléculas do enzima sao revestidas com o referido
revestimento de base polialdeidica e de, em uma segunda fase, se

fazer, reagir o produto de enzima intermédio em solucao acuosa com
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um reagente polimérico gue comporta grupos amino e/ou acil-hidra-

zida livres.

2.—- Processo de acordo com a reivindicacgao 1, caracterizado

pelo facto de se liofilizar o produto obtido na segunda fase refe-

rida .

3.- Processo de acordo com a reivindicacgao 1, caracterizaco

pelo facto de se imobilizar o produto de enzima por meio de uma

matriz.

4.- Processo para a preparacao de produtos de enzima imobili

zados de acordo com a reivindicacao 3, caracterizado pelo facto de
se submeter a uma reaccao de reticulacgac a solugao aquosa obtids

no final da sequnda fase referida na reivindicagao 1, que conteéem

o polimero gue nao reagiu.

.- Processo de accréo com a2 reivindicagao 1, caracterizace

pelo facto de se preparar o produto de enzira sob a forma de uma

solucao aquosa.

€.- Processo de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado

pelo facto de se obter o produto dc enzima sob wa forre liofilizaca

anidra.



7.- Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacgoes
1, 3, 5 ou 6, caracterizado pelo facto de o referido revestimento

de base ser constituido por poliglutaraldeido.

8.~ Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacdes
l, 3, 5, 6 ou 7, caracterizado pelo facto de se obter o referido
revestimento exterior a partir de um polimero escolhido no orupo

constituido por poliacrilamidas, poliacrilamidas N-alguiladas e

derivados de acil-hidrazida de poliacrilamidas.

9.~ Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacdes

l, 3, 5, 6, 7 e B, caracterizado pelo facto de o enzima ser .

glicose-oxidase.

10.- Processo de acordo com uma gualquer das reivindicacoes

1, 3, 5, 6, 7, e 8, caracterizado pelo facto de o enzima ser

estearase de figado de porcec.

117.~ Processo de acordo com uma gualquer das reivindicacoOes
1, 3, 5, 6, 7 e 8, caracterizado pelo facto de o enzima ser

.ﬂ-lactamase,

Lisboa, 5 de Agosto de 1988
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RESUMO

"Processo para a preparacgao de enzimas

estabilizados"

Descreve-se um processo para a obtencao de produtos de
enzimas estabilizados por meio de "engaiolamento" em camada dupla,

gue consiste em revestir, em uma primeira fase, o enzima com uma

base polialdeidica ligada aos grupos amino do referido enzima e,

em uma segunda fase, em ligar de forma reticular uma camada poli-

mérica exterior, constituida por um tipo de polimero tal que, no
estado nao ligado, comporta qrupos amino e/ou acil-hidrazida

livres.

Eventualmente, o enzima estabilizado pode apresentar-se

imobilizado numa matriz.

Lisboa, 5 de Agosto de 1988
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