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A invengEo refere-se ao processo pars a realizac@io de proces-
sog catalisados por enzimas mediante utilizacBio de cristais
reticulados para imobilizag&io de enzimas para a preparacéo

de produtos seleccionados, quse compresende

RESTMO

a) combinar-se pelo menos um substrato apropriadamente esco-
lhido com pelo menos uma enzima que actua sobre o substrato
e estd sob a forma de cristais imobilizados reticulados; e

b) manter-se a combinagBio produzida na operagBo a) sob as
condigBes apropriadas para que a enzima actus sobre o subs-
trato e origine o produto pretendido.

No &mbito da inveng#o estéio também inclufdos o processo de
imobilizag8o das enzimas sob a forma de cristais reticulados,
opcionalmente liofilizados assim como os dispositivos que os
contém.

PEDIDOS DE DEPOSITO RELACIONADOS

Este pedido de depésito & uma continuagfio & parte da Memfria
Descritiva da Patente Americana de N2. de Série 07/562 280
emitida a 3 de Agosto de 1990 e intitulada "Processos para a
preparagéo e uso de cristais reticulados como uma nova forma
de imobilizagBo enzimdtica". Os ensinamentos da patente acima
refaerida sfo aqul incorporados como refer8ncia.
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Ag enzimas sf#o usadas como catalisadores industriais na pre-
paragéo de egpeciamlidades quimicas e finas de forma econémi-
ca & escala laboratorial e industrial (Jomss, J. B., Tetra-
hedron 42: 3351-3403 (1986)), para a preparac8io de produtos
alimentares (Zaks et. al,, Trens in Biotechnology 6:272-275
(1988)), e como agentes para a sintese de compostos orgfnicos
(Wong, C.-H., Science 244: 1145-1152 (1989); CHEMTRACTS-Org.
Chem. 3:91-111 (1990)).

HISTORIAL DA INVENGEO

A producEo baseada em enzemas pode reduzir significativamente
a poluigHo esmbiente grandemente implfcita na produgéo & esca-
la industrial de intermedidrios quimicos que de outra forma
n#o seriam usados, como revela a produg8o & escala indus-
trial de acrilamida usando a enzima hidratase de nitrilo
(Nagasawa, T. and Yamada, H., Trends in Biotechnology 7:
153-158 (1989)).

As enzimas sfBo também usades em aplicagBes biosensoras para
detectar vdrias subst@ncias de interesse clfinico, industrial
e outros (Hall, E., "Biosensors", Open University Press
(1990)). Na érea clinica, as enzimas podem ser usadas em te-
rapia extracorporal, tal como hemodidlise e hemofiltragéo,
em que &as enzimas removem selectivamente materiasis resgiduais
e tbxicos do sangue (Klein, M. e Langer, R., Trends in Bio-
technology 4:179-185 (1986)). As enzimas s#o usadas nesta
édrea porque funcionam eficientemente como catalisadores num
intervalo lato de vdrios tipos de reacgBo, a temperaturas
moderadas, e com estereo-sdectividade e especificidade para
com o substrato. No entanto, existem desvantagens assiociadas
ao ugo de catalisadores enziméticos cujo uso foi limitado a
processos quimicos laboratoriais e industriais (Akiysma et.
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al., CHEMTECH 627-634 (1988)).

As enzimas s8io caras e relativamente instdveis em comparaggo
com a maior parte dos catalisadores industriais e laborato-
riais, mesmo quando usadas em meio aquoso onde normalmente as
enzimas funcionam. Muitas das reac¢Bes quimicas de interesse
mais econfmico realizadas na prédtica comum s8io incompativeis
com 0 meio aquoso, em que, por exemplo, os substratos e pro-
dutos s8o frequentemente insolfiveis ou instéveis, e em que a
hidrélise pode competir significativamente como complemento,
a recuperac®o de catalisadores enzimédticos solfiveis a partir
do produto de reacglio e substrato que n&o reagiu no stock de
alimentagéio requer frequentements o uso de tecnologias de
separagéo onerosa e complicada. Finalmente, as enzimas s8o de
difieil armazenamento pois é indispensdvel manter a sua acti-
vidade e integridade funcional, durante perfodos de tempo
comercialmente razodveis (meses & anos) sem ter que 8 recoz-
rer a refrigeragéio 49C a -8092C, para temperaturas de N2 1fqui.
do), ou manter em solventes aquosos de forga ibnica adequada,
pH, ete.

Os processos de imobilizagBo de enzimas superaram, em alguns
casos, estas desvantagens. A imobilizagBo pode aperfeigoar
a estabilidade dos catalisadores enzimdticos e proteger a sua
integridade funcional em ambientes com solventes rfgidos e
temperaturas extremas caracteristicas de processos quimicos
laboratoriais e industriais (Harrmeier, W. Trends in Biote-
chnology 3 : 149-153 (1985)). Processos de fluxo continuo
podem ser realizados com particulas enzimidticas imobilizadas
em colunas, por exemplo, guando o stock de alimentagfio solh-
vel passa através das particulas e é gradualmente convertido
em produto. |

Tal como aqui & usado, o termo "imobilizac#o de enzimas" refe-




refe-se & insolubilizagBo do catalisador enzimdtico pela 1i-
gagto a, encapsulagfo de, ou por agregac¢@io em, partfculas
mza.c:m,?,cép;‘.cas(lO':L mm) .

Numerosas revistas fiteis sobre processos de imobilizac#o de
enzimas apareceram como literatura (Maugh, T. H., Sciencs
223:474-476 (1984); Tremper, J., Trends in Biotechnology 3:
45-50 (1985)). Maugh descreve cinco processos principais de
imobilizag&o de enzimas, esses processos incluem: adsorgdo
num suporte sflido (tais como resinas de permuta idnica); li-
gagtes covalentes a suportes (tais como resinas de permuta
ibnica, cerfimicas porosas ou camadas de vidro); retengfo em
gels poliméricos; encapsulag8o; e a precipitac8o de protei-
nes soldveis mediante reticulagao das mesmas com reagentes

|| bifuncionais duma forma & toa e n#o definida. Em adig¢Bo, poden
imobilizar—se todas as células (normalmente mortas e torna-
das permeéveis) que evidenciaram a actividade enzimética de-
sejada a niveis elevados (por exemplo, Nagasawa, T. & Yamada,
H., Trends in Biotechnology 7: 153-158 (1989)).

Cada uma destas técnicas de imobilizac¢@o apresentam as suas
préprias vantagens e limitagGes ¢ nenhuma delas pode ser con-
giderade Sptima ou dominante. Na maior parte delas, o catali-
sador enzimético representa por Gltimo apenas uma pequemna
frac¢8o do volume total do material presente no reactor. qui-
mico. Como tal, o volume do meio imobilizado é preparado a
partir duma substlncia - veicular inerte, mas frequentemente
dispendiosa. Em todas elas, ag interacgBes de imobilizagéo
das moléculas do catalisador enzimdtico umas com as outras
e/ou com a substfncia veicular tendem a ser ocasionais e in-
definidas. Como resultado, apesar destas interacgBes conferi- |
rem alguma estabilidade acrescida &s moléculas do catalisador !
enzimdtico, a sua nfo-especificidade relativa e irregularida-




de torna essa estabilizac@o sub-Optima e irregular. Na maior
parte dos casos, o0 acesso & zona activa do catalisador enzi-
mético mant8m-se mal definido. Adicionalmente, os processos
de imobilizac&8o acima descritos falham porque se debatem com
problemas associados com o armazenamento e refrigéragao, e
nem sequer podem imobilizar conventcionalmente as enzimas nor-
maimente manipuladas, como sendo permutadas de dentro dum
para dentro de outro solvente de escolha, sem haver o risco
para a integridade sstrutural e funcional da enzima. Em ter-
mos préticos, excepto para a ligagZo com as particulas da
substéncia veicular, as enzimas convencionalmente imobiliza-
das apresentam semelhangas estreitas is enzimas soliveis, e
partilham com elas a susceptibilidade de desnaturagfo e perda
de funcéio em ambientes rigidos.

Em geral, o8 processos de imobilizag8o conduzem & redugfio de
taxas observadas em reac¢Bes catalisadas por enzimas relati-
vamente &s obtidas em solug8o. Este facto é principalmenta
uma consequdncia dos limites de difus8o interna do substrato
e difusd8o externa do produto com as particulas de enzima imo-
bilizadas (Quiocho, F. A., @ Richards, F. M., Biochemistry
5: 4062-4076 (1967)). A presenga necesséria da substlncia vei
~cular inerte nas particulas enziméticas imobilizadas aumenta
a linha livre média entre o solvente exterior das particulas
enziméticas imobilizadas e azoma activa do catalisador enzimdtico
prOméjeﬁdo: =< 'agsim , - . essés ~ -, .problemas - de
difus&o. Quando se trabalha com células imobilizadas, os pro-
blemas de imobilizag8o s&o particularmente graves, mesmo se
as paredes celulares ¢ membranas se tornaram permedveis de
alguma forme ac substrato e produto, o que pode estar rela-
cionado com ag miltiplas actividades enzimdticas de contami-
nagéo, metabolitos, toxinas compreendidas nas células, e com
a estabilidade das célulag em solvéntes rigidos e ambisentes




de operag8o de temperaturas elevadas. Uma técnica de imobili-
zagdo apsrfeigoada que evita as limitagBes dos processos pre-
sentemente disponiveis serd fitil na promog&o do usoc de enzi-
mas como catalisadores industriais, principalmente se forem
apresentados como fiteis numa grande escala (Daniels, M. J.,
Methods in Enzymology 136: 371-379 (1987)).

'SUMARIO DA INVENGKO

A presente inveng8o refere-se a um processo para a imobiliza-
¢8o de enzimas mediante a formac8o de cristais de enzimas e,
principalmente, reticulando também os cristais resultantes
usando para tal um reagente bifuncional; refere-se a cris-
tais de enzimas reticulados e imobilizados (referidos como
CLECs ou CLIECs) preparados por este processo; refere-se a
liofilizag&o como meio de aperfeigoamento do armazenamento,
manusezmento, e propriedades de manipulag¢Bo ds enzimas imobi-
lizadas e a um processo de produg8o dum produto desejado por

meio dume reacgéo catalisada por um CLEC ou por um conjunto
de CLECs.

No processo da presente inveng#o, pequenos (10-1 mm) cristais
proteicos desenvolvem-se em solucBes aguosas ou em solugBes
aguosas que compresendem solventes org@nicos, eém que o catali-
sedor enzimético § funcionalmente e estruturalmente estével.
Nume realizagfio preferida, og cristais s#o entdo reticulados
com um reagente bifuncional, tal como o glutaraldefdo. Esta
reticulaglio origina a estabilizacdo do contacto da gelosia de
cristal entre as moléculas do catalisador enzimdtico especi-
fico que constituem o cristal. Como resultado desta estabili-
zaG8o acrescida, os cristais enzimédticos imobilizados e reti-




culados podem funcionar a temperaturas elevadas, pH extremos
e meios aquosos rigidos, orgfinicos, ou meios guase anidros,
incluindo misturas destes. Isto &, um CLEC da presente inven-
¢éo pode funcionar em ambientes incompatfveis com a integri-
dade funcional da enzima natural gorrespondente nSo cristali-
zada e n#o reticulada, ou catalisadores enzimdticos conven-
cionalmente imobilizados.

Adicionalmente, os CLECs preparados a partir deste processo
podem ser submetidos a liofilizag8o produzindo um CLEC liofi-
lizado que pode armazenar-gse na sua forma liofilizada numa
sala a temperaturas de nfo-refrigeragBo durante longos perio-
dos de tempo, e que pode ser facilmente reconstituldo em sol-
ventes aquosos, orglnicos ou numa mistura solvente aguoso-
-orgénico de escolha, sem que ocorra formag¢Bo de suspensBes
amorfas, e com um risco minimo de desnaturacdo.

A presente invengso refere-se tembém aos CLECs produzidos
pelo presente processo ¢ ao seu uso na produgBio industrial, a
grande escala, ou & escla laboratorial de materiais seleccio-
nados, moléculas quiral orgfnicas, peptideos, carbohidratos,
1fpidos, ou outras espécies quimicas. Presentemente, estes
s8o0 preparados tipicamente pelos processos quimicos conven-
cionais, que podem requerer condig®es duras (por exemplo,
solventes aquosos, orgfnicos ou quase anidrosg, mistura de
solventes aquoso/orglnicos ou temperaturas elevadas) que s8o
incompativeis com a integridade funcional dos catalisadorss
enziméticos naturais, n#o cristalizados e nfo reticulados.
Outras macromoléculas com actividade catalitica podem também
ser incorporados na tecnologia CLEC proposta, podendo incluir
anticorpos cataliticos (Lerner et al., R.A., Benkovie, S. J.,!|
¢ Schultz, P.G., Scince 252: 659-667 (1991) e polinucleotideos
(Cech, T. R., Cell 64:667-669 (1991); Celander, D. W., e Cech;
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T. R., 251:401-407 (1991)).

A presente invenc#io refere-se tembém a um processo de prepara.
¢80 dum produto escolhide por meio duma reacgdo catalisada
pelo CLEC da pressnte invencgo.

Num exemplo do processo e prdtica da presente invengBo, foram
usadas a enzima termolisina e metaloprotease de zinco para
sintetizar um precursor quiral do edulcorante artificial di-
peptidil, aspartame. A enzime termolisina foi eristalizada a
partir dume solug8o agquosa de iniciacgBo de sulfdxido de dime-
til a 45 %, acetato de cdlcio 1,4M a 55 % e cacodilato ds
g6dio 0,05M, pH 6,5. Os cristais resultantes foram reticula-
dos com glutaraideido para formar uma termolisina CLEC. A
termolisina CLEC foi ent#o transferida a partir da solugBo de
cristalizag8io aquosa na qual foi preparada, pars uma solucEo
de acetato de etilo gque compreendia os substratos, &cido N—(beg
ziloxicarbonil)-I-aspértico (Z-L-Asp) e &ster I-fenilalanina
metflico (L-Phe-OMe). A termolisina CLEC foi ent&o usada para
catalisar a reacgéo de condensacHo dos dois substratos para
sintetizar o éster N-(benziloxicarbonil)-L-aspartil-L-fenila-
nanina metilico (Z-L-Asp-L-Phe-OMe), que § o percursor dipep-
tidilo do edulcorante artificial aspartame. Usando uma das
muitas técnicas conhecidas (ver, por exemplo, Lindeberg, G.,
J. Chem. Ed. 64: 1062-1064 (1987)) o 4ciéo L-aspértico no
percursor dipeptidilo pode ser protegido mediante remocgHo do
grupo benziloxicarbonilo (Z-) para produzir aspartame (L-AsSp-
-L-Phe-OMe).

Ll o

Num segundo exemplo do processo e prédtica da presente inven-

G8o, a enzima termolisina foi usada para produzir CLECs termo-
lisina, A actividade ¢ a estabilidade dos CLECs termolisina |
foram comparadas bs das termolisinas solfveis sob condigBes
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6ptimas e condig¢Bes de pH e temperatura extremas, seguindo-se
a incubagBo em presenga de solventes orgfnicos e posteriormeni
te a incubagBo em presenga de protease exbgena.

A enzima termolisina foi cristalizada a partir duma solug#o
de acetato de cédlcio 1,2 M e sulfbxido de dimetilo a 30 % pH
8,0. Os cristais resultantes foram reticulados com glutaral-
defdo a uma concentrag#io de 12,5 % para ss obter uma termo-
lisina CLEC. A termolisina CLEC foi entfio liofilizada por
meio dume técnica padr8io (Cooper et T. G., The Tools of Bio-
chemistry, pdginas 379-380 (John Wiley and Sons, NY (1977))
para se obter uma enzima CLEC liofilizada da termolisina. Esats
CLEC licofilizada foi entd@o transformada directamente dentro
dé dois solventes uma mistura dum solvente aquoso/orgfnico e

um solvente orglnico, diferentes e escolhidos sem intervir
com uma técnica de permuta de solventes ¢ sem a formagBo de
suspensBes amorfas, e com um risco mfnimo de dssnaturacso.
Estes solventes incluem acetonitrilo, dioxano, acetona e te-
trahidrofurano, mas n#o excluem outros. Apds & incubaclBio, foi
testada & actividade por meio de espectrofotometria por clivad
gem do substrato dipeptfdeo FLAGA (amida furilacriloil-gli-
cil-L-leuci.na).

Num terceiro exemplo do processo e técnica da presente inven-
| GEo a enzime elastase (suco pancredtico do sufno) foi crig-
talizada a partir duma solug8o aquosa de 5,5 mg/ml de protef-
na em acetato de sfdio 0,1 M a um pH de 5,0 & temperatura am-
biente (Sawyer, L. et al., J. Mol. Biol. 118:137-208). Os
crigtais resultantes foram reticulados com glutaraldefdo =a
1 uma concentragsio de 5 % para se obter uma elastase CLEC., A
elastase CLEC foi liofilizada como se descreve no Exemplo 2.

Num quarto Exemplo do processo e prédtica da presente inveng#o,
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tal como aqui € desvendado a enzima . esterase (ffgado de suf-
no) foi cristalizada a partir duma solug#o aquosa de 15 mg/mli
de proteina em acetato de cdlcio a 0,25 Ma um pH de 5,6 &
temperatura ambiente. Os cristais resultantes foram reticula-
dos com glutaraldefdo a uma concentracfio de 12,5 % para se
obter uma esterase CLEC. A esterase CLEC foi liofilizada
como descrito no EXEMPLO 2.

Num quinto exemplo do processo e prdtica da presente inveng#o
e tal como aqui se desvenda, a enzima lipase (Geotrichum Can-
didum) foi cristalizada a partir dume solugBo aquosa de 20
mg/ml de protefna em Tris 50 mM & pH 7 & temperaturs ambien-
te. Os cristais resultantes foram reticulades com glutaral-
defdo a uma concentraglo de 12,5 % para se obter uma lipase
CLEC. A lipase CLEC foi lie.filizaede como se descreve no Exem-
plo 2.

Num sexto exemplo do processo e prética da presence inveng#o,
a enzima lisnzima (clara de ovo) foi cristalizada a partir
duma solugBio aquosa de 40 mg/ml de proteina num teamp&o de ace

tato de sédio a 40 mM compreendendo cloreto de s6dio a 5 % a |

um pH 7,4 & temperatura ambiente (Blake, C.C.F. et al., Natu-
re, 196:1173 (1962)). Os cristais resultantes foram reticula-
dos com glutaraldeido a uma concentragfio de 20 % para se
obter uma liswzima CLEC. A lisezima CLEC foi liofilizada como
descrito no Exemplo 2. )

Num sétimo exemplo do processo e prética da presente invencso
8 enzima asparaginase (Escherichia coli) foi eristalizada a
partir duma solugBo aquosa de 25 mg/ml de protefna em acetato

de s6dio e etanol a 33 % a um pH de 5,0 a 42 C. A cristaliza-!

go § uma modificag¢fio da técnica descrita por Grabner et al.,
/Membria Descritiva da Patente Norte Americana n?. 3.664.926
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(1972)7. Tal como aqui & descrito, os cristais resultantes
foram reticulados com glutaraldeido a ume concentracBo de

7,5 % para se obter uma asparginase CLEC. A asparginase CLEC
foi liofilizada como descrito no Exemplo 2.

Outras enzimas que podem ser imobilizadas de forma id&ntics

e usadas para catalisar reac¢Bes adequadas incluem luciferase
¢ urease. Outras enzimas, tais como as mencionadas nas Tabe-
las 1 a 5, podem também ser cristalizadas e reticuladas ge-
gundo o0 processo presente, para produzir uma CLEC desejada
qus pode, por sua vez, ser usada para catalisar uma reacc8o
que resulta na produgBo dum produte escolhido ou para catali-
sar uma reacg#o que § uma fase intermedidria (isto &, uma de
entre uma série de reac¢Bes) na produgdo dum produto seleccio+
nado. Reconhece-se que apesar da reticulagBio ajudar a estabi-
lizar a maioria dos cristais, nem sempre & necessirio ou de-
se jdvel em todos os casos. Algumas enzimas cristalinas retém
integridade funcional e estrutural em ambientes agressivos
mesmo na aus@ncia de reticulac#o. Apesar de nas realizagBes
preferidas, o cristal ser reticulado, a reticulacgsio nfo §&
sempre necessiria para produzir um cristal enzima @til no
pregente processo.

Os CLECs possuem vérias caracteristicas-chave que conferem
vantagens significativas sobre os processos convencionais de
imobilizagBo de enzimas presentemente usadcs., 0s CLECs dipen-
Ssam & necessidade duma estruturs de suporte inerte e separada.
A lacuna dum suporte inerte melhorard as propriedades de di-
fussio do substrato e produto dentro nos CLECS e desenvolvers
concentragBes de enzima dentro do cristal que s8o concentra-
¢Bes préximas ao limite de capacidade teérico para as molécu-i

las de tal temanho. Concentrac¢Bes slevadas de enzimas podem j
conduzir a economia operacional significativa através dum au~ |

|
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des quantidades de proteinas em pequenos volumes. Em proces-
s0s industriais, a performance e solidez das CLECs originam
economia de operagdo significativa, através do aumento da
actividade efectiva dum dado volume do catalisador, parmitip
do assim a redugdo do tamanho das fébricas, bem como o inves
timento em termos de capital (Daniels, M.J., Methods in Enzy
mol. 136: 371-379 (1987)). As CLECs sdo relativamente monodi
persas, com um tamanho e forma macrostdpicos reflectindo ca-
racteristicas naturais de crescimento de cristal dos catali-
sadores de enzimas individuais. A substituicf@o do meio subs-
téncia veicular - enzima imobilizada existente por CLECs ndo
deve ser dificil, pois ambos o0s sistemas s80 compariveis em
tamanho e forma, e ambos podem ser similarmente recuperados
a partir do stock de alimentagdo por meio de qualquer um dos
processos simples, incluindo operagdes econdmicas bésicas,
tais como filtrag8o, centrifugagfio, decantagdo de solvente,
e outras.

Em adig¢8o, 0 uso de CLECs liofilizados permite o
manuseamento ¢ armazenagem rotineiros destes materiais antes
do uso (armazenamento seco & temperatura ambiente sem refri-

geragdo, por largos periodos de tempo). As CLECs liofilizadag

permitem também a formulagdo rotineira por adig8o directa de
solventes e substratos de interesse, sem requerer processos
de permuta de solvente longos, ou a formacgdo de suspensSes
amorfas. A forma CLEC liofilizada abrange a utilidade princi
pal das enzimas como catalizadoras e um vasto espectro de en
zimas e condi¢8es funcionais.

Uma segunda vantagem duma CLEC & que a reticulagdo
das enzimas cristalizadas estabiliza e confere resisténcia a
gelosia de cristal e ds moléculas constituintes da enzima,
quer mecldnica quer quimica. Como resultado, uma CLEC pode se;
o Unico meio de alcangar concentragdes significativas do cat:
lizador enzimdtico activo em solventes aquosos rigidos, orgd

L15]
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nicos e prdé-anidros, ou em misturas de solventes aquosos-or-
génicos. O uso de enzimas como catalizadores em sinteses or-
glnicas tem sido dificultado pela sua tendéncia para a desna
turagdo em presenga de solventes nfo aquosos, e particular-
mente em misturas de solventes aquosos e n8o aguosos (Kliban
A.N., Trends in Biochemical Sciences, 14: 141-144 (1989)).
Nas CLECs, a restrig@o de modilidade conformacional que con-
duz & estabilidade & desenvolvida peles contactos inter-mole
culares e reticulag8o entre as moléculas counstituintes da en
zima que formam a gelosia de cristal, e nfo pela auséncia de
dgua no meio. Como resultado, as concentragdes intermédias d
dgua podem ser toleradas pelas enzimas quando formuladas com
CLECs, tal como ndo tem sido possivel até aqui (ver Tabela
12). Em aplicagBes comerciais, as misturas de solvente aquo-
sos-orgénicos permitem a manipulagZo da formagdo do produto
tomando como vantagem as solubilidades relativas dos produ-
tos e substratos., lMesmo em meios aquosos, 0s catalizadores
enzimdticos imobilizados ou soldveis, s8o objecto de forgas
mec8nicas dentro dum reactor que pode conduzir & desnatura-
¢80 e uma vida média mais curta. A rebiculacgio quimica da

CLEC desenvolve a resisténcia meclnica necessdria (Quiocho e

Richards, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 52: 833-839 (1964))
que resulta dum tempo de reactor aumentado para o cataliza-
dor enzimético.

Uma terceira vantagem duma CLEC & que como resulta
do da sua natureza cristalina, ela pode alcancar uniformida-
de ao longo de todo o seu volume de cristal reticulado. As
enzimas cristalinas tal como aqui se descrevem, desenvolvem-
-se e sfo reticuladas em ambiente aquosos e, consequentemen—
te, o arranjo das moléculas dentro da gelosia de cristal man
tém-se uniforme e regular. Esta uniformidade & mantida pelos
contactos inter-moleculares e reticulagSes quimicas entre as
moléculas da enzima que constituem a gelosia de cristal, meg

(4]
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mo quando permutadas entre outros meios aquosos, orgfnicos
ou pré-anidros, ou entre outros solventes mistos aquoso/orgi
nicos, em todos estes solventes, as moléculas da enzima man-
tém uma disté@ncia uniforme entre elas, formando poros esté-

vels bem definidos dentro das CLECs que facilitam o acesso dp

substrato aos catalisadores enzimiticos, bem como a remogHo
do produto. A uniformidade da actividade enzimdtica é criti-
ca em aplicag¢Bes industriais, médicas e analiticas em que a
reprodutibilidade e consisténcia sf@o imprescindiveis.

Uma quarta vantagem do uso duma CLEC & o facto de
ela exibir uma vida média operacional e de armazenagem aumen
tada. As interacgbes da gelosia, mesmo em auséncia de reticu
lagdo, s8io conhecidas por estabilizar as proteinas, devido
em parte ds restrigdes dos graus de liberdade conformacional
necessdrios para a desnaturagfo proteica. Nag CLECs, as intg
racgBes da gelosia, quando fixadas por reticulacfio quimica,
séo particularmente importantes na prevengado da desnaturacgio

especialmente nas misturas de solventes aquosos e nfo aguosops

(Klibanov, A.M., Trends in Biochemical Sciences 14: 141-144
(1989)). As enzimas que estiveram no estado cristalino duran
te méses ou anos normalmente retém uma elevada percentagen
da sua actividade catalitica. Os cristais de enzimas reticu-
ladas imobilizadas em solventes anidros serfo mesmo posterio;
mente protegidas de danos e contaminagdo microbiana o que co:
titui um problema grave do armazensmento de grandes quantida
des de proteinas num ambiente aquoso com nutriente rico. No
caso duma CLEC liofilizada, a enzima imobilizada é armazena-
da em auséncia de solvente. Tal facto, e a estabilizacglo al-
cangada por reticulagdo permite o armazenamento em ausépcia
de refrigerac@o durante longos periodos de tempo.

Uma quinta vantagem do uso duma CLEC & o facto de
exibir a estabilidade aumentada em relag8o 2 temperatura co-
mo consequéncia da estabilizag8o por reticulacgfo da gelosia

m

s




de cristal. Realizando reac¢Bes a temperaturas mais elevadas
do que as gque sfo usadas nos processos convencionais aumenta|

5]

rdo as taxas reaccionais para as reacgdes quimicas de intere
se quer termodinfmicamente quer aumentando a taxa de difusdo
dentro e fora da gelosia de cristal das CLECs. Estes efeitos
combinados poderfio representar um aperfeigoamento principal
sobre a eficiéncia reaccional porque maximizam a produtivida
de duma dada quantidade do catalisador enzimdtico, que & nor|
malmente o componente mais onoroso do processo reaccional @)):
niels, M.J., Methods in Enzymol. 136: 371-379 (1987)). A es-
tabilidade & temperatura exibida pelas CLECs & notdvel porgue
a maior parte dos sistemas enziméticos requeren condigdes repc
cionais suaves. As CLECs serfo também estabilizadas contra a
desnaturag8o pelas temperaturas elevadas transitérias duran-
te a armazenagem.

Uma dltima vantagem do uso duma CLEC é que osg poros
de tamanho e formas regulares sfo criados entre as moléculas
de enzima individuais na superficie inferior da gelosia de
cristal. Esta acessibilidade de solvente restringida aumenta
grandemente as caracteristicas de retenglo do co-factor ou
ifnica da CLEC em comparaglo com as enzimas imobilizadas con
vencionalmente ou em soluglo. Esta propriedade das CLECs per
nitird o use de processos de fluxo continuo economicamente
superinres (Ver por exemplo Oyama et al., ilethods in Enzymol
126: 503-516 (1987)) em situagBes em que a enzima poderia de
outra forma ser inactivada por iflo metdlico branqueamento por
cn-factor. Por exemplo, na sintese mediada por termolisina b
percursor dipeptidile aspartame, a Z-L-Asp-L-Phe-Cife, enzima
convencionalmente imobilizada é conhecila crmo perdends acti
vidade catalitica em processes em cnluna de fluxe contfmua,
em parte através dn branqueamentn dos ides de cdlcin essenciais
Para a actividade da termnlisina. Na prética, » branqueamen-
to dns ifes célcin fnrgnu o usn de pracessns de lnte menns




eficientes (NaKanishi et al., Biotechnology 3: 459-464 (1985
0 branqueamento ocorre quando Os complexos de cilecio ibmico
s@o formados com o substrato Z-L-Asp, em competigfo com as
zonas de ligag8o 4o cdlcio naturais na superficie da enzima,
resultando na perda de actividade catalitica. A elevada den-
sidade da enzima, € 0 volume correspondentemente limitado ac
sivel ao solvente nos intersticios das CLECs, desencoraja a
formagdo do complexo L—Asp—Ca++ responsével pelo brangueamen
to por ido metidlico.

Preparacdo das CLECs - Cristalizacido de enzimas

No processo da presente invengfo, um cristal duma
enzima imobilizada reticulada (ou CLEC) & preparado como se
segue:

Os cristais da enzima s8o desenvolvidos por preci-
pitagéo controlada de proteinas removidas da solucgdo aquosa,
ou da soluglo aguosa que compreende solventes orglnicos.

As condigles a serem controladas incluem, por exem
plo, a taxa de evaporagdo do solvente, a presenga de co-solu
tos e tamples apropriados, e pH e temperatura adequados. Uma
revista compreensiva dos varios factores que afectam a cris-
talizag8o de proteinas foi publicada por McPherson (Methods
Enzymol. 114:112 (1985)). Em adicdo, tanto McPherson como Gi
liland (J. Crystal Growth 90: 51-59 (1988)) compilaram lista
compreensivas de todas as proteinas e 4cidos nucleicos que
tinham sido registadas como cristalizadas, bem como as condi
¢Oes que conduziram & sua cristalizag@o. Um comp@ndio de cri]
tais e processos de cristalizacfio, bem como uma erposicdo de
coordenadas de proteinas tratadas por solvente e estruturas
de &cidos nucleicos cristalinas, é mantida pelo Protein Data
Bank (Bermstein et al., J. Mol. Biol. 112: 535-542 (1977)) n
Brookhaven National Laboratory, Tais referé&ncias podem ser

(o]
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usadas para determinar as condig¢les necessldrias para a cris-
talizag¢@o duma dada proteina ou enzima previamente cristali-
zada, com um prelddio & formagdo duma CLEC apropriada, e po-
de guiar a formulagdo duma estratégia de cristalizac8o para
proteinas que n8o possuem. Alternativamente um ensaio inteli]
gente e uma estratégia de investigaglo de erro (Ver por exem
plo Carter, C. W. Jr. e Carter, C. W,, J. Biol. Chem. 254;
12219~12223% (1979)) podem, na maioria dos casos, produzir co
digles de cristalizac8o adequadas para a maior parte das pr
teinas, incluindo, mas nfo se limitando a, ds acima discuti-
das, a0 facto de se incrementar um nivel aceitével de pureza
que pode ser alcangado por estas. O nivel de pureza requeri-
do pode variar largamente de proteina para protefna. No caso
da lisozima, por exemplo, a enzima pode ser directamente cri
talizada a partir da sua fonte nfo purificada, a clara do ov
(Gillilanpd, G. L., J. Crystal Growth 90: 51-59 (1988)).

Para uso como CLECS no processo desta invencg8o, o0s
cristais simples maiores que s80 necessdrios para as andlise
de difracgéo de raios X nfo s8o requeridos, e podem, de fac-
to, serem indesejéveis devido a problemas de difusfio relacig
nados com O tamanho do cristal. Cristais pulverizados micro-
cristalinos (isto é cristais cujo tamanho/secc8o transversal
se situa na ordem de lO'lmm) séo adequados para as CLECs e
sédo frequentemente observados como raramente resistentes no
que se refere & literatura cristalogrdfica de raios X. Os mi
crocristais sfo muito fiteis no processo desta invengdo para
minimizar problemas com a difus8o (Ver por exemplo, Quiocho,
F. A., e Richards, F. M., Biochemistry 5: 4062-4076 (1987)).

Normalmente, 0s cristails s&o produzidos por combi-
nacéo da proteina a ser cristalizada com um solvente aquoso
apropriado ou com um solvente aquoso gue compreende 0s agen-
tes precipitantes adequados, tais como sais ou compostos or-
glnicos. O solvente & combinado com a proteina & temperatura

O
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determinada experimentalmente como sendo apropriads para a
indug8o da cristalizag8o e aceitdvel para a manutencdo da es
tabilidade e actividade da proteina. O solvente pode Opciona
mente incluir co-solutos, tais como catiBes bivalentes, co-
-factores ou quaotropos, bem como espécies tampdo para contr:
lo do pH. A necessidade de co~solutos e suas concentragles
s80 determinadas experimentalmente para facilitar a cristali

=

| L4

zagdo. Num processo 3 escala industrial a precipitagfo contr
lada que conduz & cristalizacdo pode ser realizada mediante
a simples combinag¢H#o da proteina, precipitante, co-solutos,

[ A%

e, opcilonalmente, tampBes num processo de em série. Em alter
nativa 0s processos de cristalizacgl8o laboratoriais, tais co-
mo didlises, ou difusfo de vapor podem também ser adaptados.
licPhersons (Methods Enzymol. 114:112 (1985)), e Gilliland (J}
Crystal Growth 90: 51-59 (1988)) incluem uma lista compreen-
siva de condi¢Bes adequadas nas suas revistas da literatura
de tristalizagéo. Ocasionalmente, a incompatibilidade entre
0 reagente de reticulac8o e o meio de cristalizagdo pode re-
querer a permuta de cristals dentro dum sistema solvente mai
adequado.

[£2}

Muitas das proteinas para as quais as cordigles de
cristalizac8o t8m j& sido descritas na literatura, possuem 9

| £

tencial consideridvel como catalisadores enzimdticos préticos
em processos quimicos laboratoriais e industriais, e sdo di-
rectamente submetidas & formulag8o como CLECs através do pro
cesso da presente inveng8o. A Tabela 1 & uma amostragem de
enzimas que j& t8m sido cristalizadas. Note que as condigBes
registadas na maioria destas referéncias foram optimizadas
para o desenvolvimento de cristais grandes com qualidade de
difracgdo, frequentemente com grandes esforgos. Algum grau d
ajuste das condigdes para cristais mais pequenos usados na
produgdo de CLECs pode ser necessirio em alguns casos.

132
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Enzina

Fonte Bioldgica
ou microbiana

Referéncias
(incluindo as aqui ci-
tadas)

dlcool desidro
genase

figado de cavalo

Eklund et al., J. Mol.
Biol. 146: 561-587
(1981)

4lcool oxidase

Pichia pastoris

Boys et al., J. liol.
Biol. 208: 211-212
(1989)

Tykarska et al., J. Pro|
tein Chem. 9: 83-86
(1990)

xaldolase misculo de Eagles et al., J. lol.
(frutose-bio- coelho Biol. 45: 533=-544
fosfato) (1969)
Heidmer et al., Science
171: 677-680 (1971)
misculo de Goryunov et al., Biofi-
vitelo zika 14: 1116-1117 (196
misculo humano Millar et al., Trans.
Roy. Soc. Lond. B293:
209-214 (1981)
Drosophila mela~ | Brenner et al., J. Biol
nogaster Chem. 257: 11747~11749
(1982)
xaldolase Pseudomonasg Vandlen et al., J. Biol
(PKDG) putida Chem. 248; 2251-2253

(1973)
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Fonte Bioldgica
ou microbiana

Referéncias
(incluindo as aqui ci-
tadas)

#fosfatase alca-

Bscherichia coli

Sowadski et al., J. Mol

lina Biol. 150: 245-272
(1981)
xasparaginase Erwinia carotova | North et al., KNature

Bscherichia coli

HEscherichia coli

Proteus vulgaris

224: 594-595 (1969)
Epp et al., Bur. J. Bio

chem. 20: 432-437 (1971)

Yonei et al., J. llol.
Biol. 110: 179-186
(1977)

Tetsuya et al., J. Biol,

Chem. 248; 7620-7621
(1972)

xanidrase car-~
bbnica

eritrdcito
humano (C)
eritrbdecito
humano (B)
eritrbcito de
bovino

Kannan et al., J. Mol.
Biol. 12: 740-760 (1965
Kannan et al., J. kol.
Biol. 63: 601-604 (1972
Carlsson et al., J. Mol
Biol. 80: 373-375 (1973

xcatalase

eritrdcito de
cavalo
liicrococcus
luteus
Penicillium
vitale

Glauser et al., Acta
Cryst. 21: 175-177 (196{
liarie et al., J. Mol.

Biol. 129: 675-676 (1979)

Vainshtein et al., Acta
Cryst. A37: C29 (1981)

)
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xcabtalase

figado de bovino

Eventoff et al., J. Mol

Biol. 103: 799-801
(1976)

creatina quinase | corag8o de bovino | Gilliland et al., J. Moll.
Biol. 170; 791-793 (198B)
misculo de McPherson, J. Mol. Bioll
coelho 8l: 83-86 (1973)
*glutaminase Actenobacter Wlodawer et al., J. loll
Glutanimasificans | Biol. 99: 295-299 (1975)
Pseudomonas 7A Wlodawer et al., J. Mol|
Biol. 112: 515-519 (1977)
xglucose oxidase | Aspergillus Kalisz et al., J. Mol.
niger Biol. 213: 207-209 (1990)
* -lactamases Staphylococcus Moult et al., Biochem.
aureus J. 225: 167-176 (1985)
Bacillus cereus Sutton et al., Biochem.
Jd. 248: 181~-188 (1987)
xlacate deshidro | suinos Hackert et al., J. Mol.
genase Biol. 78: 665-673 (1975)
galinha Pickles et al., J. Mol.
Biol. 9: 598-600 (1964)
peixe cio Adams et al., J. liol.
Biol. 41: 159-188 (1969)
Bacillius stearo | Schar et al., J. Liol.
thermophilus Biol. 154: 349~353% (198p)
*lipase Geotrichum can Hata et al., J. Biocheml

didum

86: 1821-1827 -(1979)
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inzima Fonte Bioldgica Refer@ncias
ou microbiana (incluindo as aqui ci-
tadas)

*lipase suco pancreato Lombardo et al., J. Mol
de cavalo Biol. 205: 259-261 (198P)
kiucor meihei Brady et al., Nature

343: 767-770 (1990)
suco pancredtico [Winkler et al., Nature
humano 343: 771-774 (1990)
xluciferase Firefly Green. A.A., et al., Bi
chem. Biophys, Acta,
2C: 170 (1956)
xluciferase Vibrio harveyii Swanson et al., J. Bioll.

Chem. 260: 1287-1289
(1985)

Nagasawa et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun
139: 1305-1312 (1986)
Nagasawa et al., Eur.d.
Biochem. 162: 691-698

xnitrile hydra- | Brevibacterium
tase R312
P. chlororaphis
B23
(1987)
xperoxidase rébano

rafzes de rébano
(Tipo E4)

R st et KPR, P

Braithwaite et al., J.
Mol. Biol. 106: 229-230
(1976)

Aibara et al., J. Bio-
chem. 90: 489-496 (1981)
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cerevisiae Esche
richia coli

Enzina Fonte Bioldgica Referéncias
ou microbiana (incluindo as aqui ci-
tadas)
xperoxidase rédbano Japon&s Morita Acta Cryst.A28:
s52 (1979)
¥peroxidase Caldaromyces Rubin et al., J. Biol.
(cloreto) fumago Chem. 257: 7768-7769
(1982)
¥peroxidase Sarchomyces Poulos et al., J, Biol,
(citrocromo) cerevisae Chem. 253: 3730-3735
(1978)
xperoxidase eritrdcito bovino | Iadenstein et al., J.
(glutatione) liol. Biol., 104: 877-882
(1979)
¥subtilisina Bacillus subtilis | Drenth et al., J. lol.
(Novo) Binl. 28: 543~-544 (1967
Bacilius amyloli~ | Wright et al., Nature
quefaciens (BPN') | 221: 235-242 (1969)
Bacilius subtilis | Petsko et al., J. Liol.
(Carlsberg) Biol. 106; 453-456 (197
xsuperdxido bovino Richardson et al., dJ.
dismutase Biol. Chem. 247: 6368~
-6369 (1972)
espinafres Morita et al., J. iiol.
Binl. 86: 685-686 (1974
Saccharomycesg Beem et al., J. lol.

Biol. 105: 327-332 (197

p g
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Enzima Fonte Biolbgica Referéncias
ou microbiana (incluindo as aqui ci=-
tadas)
xsuperdxido Bacillus stearo- | Bridgen et al., J. Mol
dismutase thermophillus Biol. 105: 3%%3-335
(1976)
Pseudomonas Yamakura et al., J. Bipl.
ovalis Chem. 251: 4792-4793%
(1976)
xtermolisina Bacillus thermo Matthews et al., Natu-
proteolyticus re New Biol. 238: 3%7-
-41 (1972)
xurease feijéo verde Sumner, J.B., J. Biol.
Chem. 69: 435 (1926)
¥xilose isomerase | Streptomyces Carrell et al., J. Biol.
rubiginosus Chem. 259: 3230-323%6
(1984)
Arthrobacter Akins et al., Biochym.
B3728 Biophys Acta 874: 375~
=377 (1986)
Streptomyces
olivochromogenes | Faber et al., Protein
Engineering 1: 459-466
(1987)
Streptomyces Glasfeld et al., J.Biol.
violaceoniger Chem. 26%: 14612-14613%
(1988)
Actinoplanes Rey et al., Proteins:
missouriensis Struc.Func.Genet. 4:

165-172 (1988)
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Preparac8o das CLECs - Reaccdo de reticulac8o

Uma vez o0s cristais desenvolvidos num meio adequa-
do, podem entdo ser reticulados. A reticulaglo origina a es-
tabilizag8o da gelosia de cristal introduzindo ligagBes cova
lentes entre as moléculas de enzima constituinbtes no cristal),
tornando possivel a transferéncia da enzima para dentro dum
meio de reacgdo alternado que poderia de outra forma ser in-
compativel com a existéncia da gelosia de cristal, ou mesmo
com a existé@ncia da proteina nfo desnatura intacta. A reticu
lag8o pode ser alcangada por uma vasta variedade de reagente
bifuncionais, apesar de, na prdtica, o glutaraldeido barato
e simples se ter tornado no reagente de escolha. (Para uma

[¢2]

listagem representativa de outros agentes de reticulagfo dis
poniveis, pode-se consultar por exemplo o catdlogo de 1990
da Pierce Chemical Company).

A reticulag8o com glutaraldeido forma fortes liga-
¢Oes covalentes entre principalmente os res{duos aminohcidos
de lisina dentro e entre as moléculas da enzima na gelosia d
cristal que constituem o cristal. As interacgSes da reticula
¢80 evitam a constituicdo das moléculas da enzima em cristal
com regresso & solug8o, imobilizando ou insolubilizando as
moléculas da enzima dentro das particulas microcristalinas
(idealmente 10"1). Os cristais macrostbpicos, insolubilizado
imobilizados podem entdo ser prontamente separados a partir
do stock de alimentac¢lo que compreende o produto e o substra
to que nfo reagiu por meio de técnicas simples, tais como,
filtragdo, decantagdo e outras. Esses cristais podem também
ser usados em colunas embaladas de CLECs em processos de flu
x0 continuo, onde eles exibem propriedades de retencdo de ifes
metédlicos e co-factores aumentadas.

W

Ur

Através do processo da presente inveng8o, as CLECs
s8o obtidas para uso como catalisadores enzimdticos nos ambi-t
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entes existentes e nos novos ambientes. A estabilidade aumen
tada das CLECs, que resulta da reacg¢do de reticulacgéo, torna
possivel transferir a CLEC para dentro dum solvente (por exel

L1=]

plo, solventes aguoso, orgdnico, ou anidros, ou uma mistura

destes), em que de outra forma seria incompativel levar a ca
bo a operacdo no reactor quimico e temperaturas elevadas com
pH extremos. As particulas catalisadoras de CLEC macrostépi-
ca podem também ser prontamente manipuladas permitindo a re-
cuperagéo a partir do stock de alimentacgfo através de proces
sos simples, tais como filtragdo, centrifugacgéo ou decantacép
do solvente. Em adigdo, estes podem ser usados em colunas em
baladas em processos de fluxo continuo.

Preparacdo de CLECs - Liofilizagéo

Uma suspensdo dum volume de cristais de termolisi-
na reticulados em 10 volumes de fgua esterilizada a pH 7,0
fol liofilizada durante a noite usando para tal um liofiliza
dor VirTis Model # 24. Os cristais liofilizados foram armaze
nados & temperatura ambiente ou a 4°C antes da reconstituicap,
que foi completada pela adic8o de dez volumes do solvente de
escolha directamente em cristais sobre os cristais retirados
da armazenagem. Os cristais re-hidratos foram reconstruidos
num tampdo de acetato de cdlcio 10 mi a pH 7,0 para as expe-
rifncias de clivagem FAGLIA. As CLECs liofilizadas reconstituf
das foram rotineiramente armazenadas & temperatura ambiente.

| Ead

Em contraste, as enzimas soliveis requeriam armazenagem a
—7000 para manter actividade especifica superior a uma semana.
Este protocolo foi usado para todas as enzimas descritas na
exemplificagdo aqui incluida.

Sintese do percursor aspartame com a termolisina GLEC

0 processo da presente invencdo, através do qual as
|| enzimas cristalizadas sf0 produzidas, & abaixo descrito e exem




..55..

plificado pela preparacgdo de cristais de enzimas reticuladas
imobilizadas de termolisina para uso na produgdo do percurso]
dipeptidilo do aspartame, em acetato de etilo, que é un sol-
vente praticamente anidro, orginico. A termolisina, uma ter-

L]

molisina que pode ser cristalizada e cuja estrutura foi reso;
vida & resoluc8o de 1,6 A (Holmes e Matthews, J. kiol. Biol.
160: 623-639 (1982)), é um exemplo duma enzima que pode ser
usada como CLEC no presente processo. A termolisina & usada
na producg8o do edulcorante artificial aspartame (Isowa et all
Patente Norte Americana N2. 4.43%6.925 (1984); Lindeberg, J.
Chem. Ed. 64: 1062-1064 (1987); Nakanishi et al., Biotechno-
logy 3: 459-464 (1985); Oyama, et al., liethods in Enzymol.
136: 50%-516 (1987)). Até aqui, a maior parte dos aspartames
parecem ser produzidos por meio de técnicas quimicas sintéti
cas convencionais, apesar do uso de termolisinas convenciona
mente imobilizadas em meios praticamente anidros ter origina
do resultados encorajantes (Oyama et al., J. Org. Chem. 46:
5242-5244. (1981); Nakanishi et al., Biotechnology 3: 4590-464
(1985)). Aperfeigoamentos das experilncias enzimdticas para
a producdo de aspartame, tal como é possivel através do uso
do processo presente, torndlo-a competitivo em relacfo ao pr!

=

| L

cesso presentemente usado, quer em termos de conveniéncia gu
en termos de custo (Oyama et al., Methods in Enzymol. 1%6:
203-516_(1987)).

Avaliagio das termolisina CLECS

0 processo da presente invengfo foi também usado
para produzir termolisina CLECs que tém sido avaliadas pela
sua dependéncia ao pH e estabilidade, estabilidade e tempera
turas elevadas, resisténcia & protedlise exbgena e estabili-
dade em presencga dum solvente orglnico. As termolisina CLECs
foram comparadas & termolisipa solivel, como descrito em de-
talhe no Exemplo 2 e Figuras 1 a 4. Os resultados da avalia-




¢80 revelou o seguinte:

1.

2.

4.
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Em relag8o & depend8ncia ao pH e estabilidade, ambas as
formas demonstraram actividade méxima a pH 7 e demonstra-
ram actividade similar no intervalo acidico. No intervalo
de pH alecalino, a CLEC mantem actividade mdxima a pH 10;
a termolisina sollivel apresenba 75% da actividade a pH
8,5 e apenas 25% da actividade a pH 9 e & completamente
inactiva a pH 9,5.

A estabilizacglo adicional alcangadas com as CLECs resulta
na actividade enzimdtica a temperaturas mais elevadas do

que a que é possivel com a termolisina soldvel. A estabil]
dade aumentada da termolisina CLEC a temperaturas mais ba
xas torna 0 armazenamento mais simples do que 0 da enzima
solilvel. A estabilidade térmica e resist@ncia & autdlise

foi também demonstrada para as termolisina CLEGs, que re-

7=

Tes

tém o méximo de actividade apbs cinco dias de incubagfo a
6500. Em contraste, a termolisina soldvel perdeu 50% da

sua actividade inicial duas horas apls a incubag8o e reve|
lou actividade reduzida apds 24 horas de incubacgfio a 65°C

A actividade enzimdtica das termolisina CLECs nfo foi afe
tada pelo periodo de incubacglo de quatro dias em presenga
do poderoso protease dos estreptococcus, PronaseR. Im con
traste, a termolisina soldivel foi rapidamente degradada e
perdeu praticamente toda a actividade apbs 90 minutos de
incubagéo.

[[¢]

As termolisina CLECs e a termolisina soldvel exibiram es-
tabilidades marcadamente diferentes em presenga de solven
tes org8nicos, tal como se refere na Tabela 12. As termo-
lisinas CLHECs mantiveram uma actividade méxima superior
95% apbs a avaliag8o e depois de serem submetidas a um pe
riodo de incubacdo em todos os solventes orglnicos.

Estas caracteristicas das termolisinas CLECs e de
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outras enzimas CLECs tornam-as particularmente dteis, pois
s8o mais féceis de armazenar, mais estdveis e menos facilmen
te inactivadas ou degradadas do que as enzimas solfveis cor-
respondentes.

Avaliac8o das esterase CLECs

0 processo da presente inveng8o foi também usado
para produzir esterase CLECs que t&m sido avaliadas pela sua
actividade e resisténcia 4 protebdlise exdgena. As esterase
CLECs foram comparadas & esterase solivel, como descrito em
detalhe no Exemplo 4 e Figuras 7 e 8. Os resultados da avali
Gdo revelaram o seguinte:

1. A esterase CLECs mantiveram aproximadamente 50% da activi
dade em comparagdo com a enzima soldvel.

2. A esterase solivel foi altamente susceptivel 3 degradagfo
proteolitica. A actividade da esterase soldvel foi reduzi
da a 50% da actividade inicial apds 10 minutos de incuba-
G8o em presenca da protease. Uma hora apbs o perfodo de
incubag8o a enzima soldivel tinha perdido mais do que 90%

da sua actividade inicial. Em contraste, a actividade enz}

mética das esterase CLECS nfio foi afectada pela incubacdo
com a protease.

Avaliacdo das lipases CLiCs

0 processo da presente invencdo foi também usado p:
ra produzir a lipases CLECs que t&m sido avaliadas pela sua
actividade. As lipases CLECs foram comparadas com as lipases
solﬁveis, como descrito em detalhe no Exemplo 5 e Figura 9.
Os resultados da avaliag8o demonstraram que as lipases CLECs
retém aproximadamente 90% da actividade em comparac8o com a
enzima soldvel.

Avaliac8o das_lisozimas CLECs

fo

[ Lant
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0 processo da presente inveng8o foi também usado
para produzir lisozimas CLECs que foram avaliadas pela sua
actividade e resist@ncia & protease exogéna., As lisozimas
CLECs foram comparadas com as lisozimas soldveis, como des-
crito em detalhe no Exemplo 6 e Figura 10. Os resulbtados da
avaliacdo demonstraram que as lisozimas CLECs retém aproxima
demente 50% da actividade em comparac8o com a enzima sollvell

Avaliacdo das asparaginases CLECS

0 processo da presente invencfo foi também usado
Para produzir asparaginases CLECs que foram avaliadas pela
sua actividade. As asparaginases CLECs foram comparadas com
as asparaginases sollveis, como descrito em detalhe no Exem-
plo 7 e Figura 1ll. Os resultados da avaliag8o demonstraram
que as asparaginases CLECs ret®m aproximadamente 77% da acti
vidade em comparagdc com a enzima solidvel.

AplicacgBes gerais das CLECs

Tal como aqui & desvendado as CLECs representam umg
nova tecnologia de uso vasto em muitas Adreas, incluindo mas
nfo se limitando a sintese & escala industrial, operagSes la
boratoriais, biosensoras e aplicagBes médicas. Exemplos de
virios sistemas que usam processos convencionais de imobili-
zag8o de enzimas na sua execuglo sfo dados nas Tabelas 2 e 5
abaixo. Um perito na técnica deve estar apto em as adaptar,
e adaptar sistemas similares & tecnologia CLEC desvendada nej
ta Wemdria Descritiva. Para ilustrar tal facto s8o discutido:
exemplos especificos em maior detalhe a partir das categoria
enmunciadas.

5
=4
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]
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A Tabela 2 abaixo apresenta exemplos que usam enzi+
mas convencionalmente imobilizadas num processo industrial.
Esses exemplos podem ser prontamente adaptados a tecnologia




CLEC aqui descrita.

TABELA 2

P )

e,
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Produgdo ou
Aplicacgdo

Substratos

Referéncias
(incluindo as ci-
tadas)

xthermolisi
na

¥percursor
aspartame

Z-Asp, I~Phe-
-Qiie

Oyama et al., J.
Org. Chem. 46;
5242-5244 (1981)
Nakanishi et al.,
Trends in Biotech
nology 3: 459~464
(1985)

¥subtilisina

xaspartame

L-Asp~-L-Phe,
Olie

Davino, A.A., US
Patent 429%648
(1981)

*lipase

xsubstitutos
de manteiga
de cacau

bleos de
palma

Harwood, J., Tren
in Biochemical Sc
ces 14: 125-126
(1989)

Macrae, A.R., J.
Am. 0il Chem. Soc
60; 291-294 (1983

xhidratase

“nitrilo,
nitrilase,
amildase

xacrilamida

acrilonitri
lo

Nagasawa, T. and
Yamada, H., Trend
in Biotechnology

7: 1532158 (1989)

ds
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Enzima Produgéo ou Substratos Referéncias
Aplicagdo (incluindo as ci-
tadas)
xamino acila |xresolugdo aminodcido Schmidt-Kastner,
se (fungica) | aminodci- N-acil-D,L G. & Egerer, P. in
xesterase da ésteres de Biotechnology vol
aminodcida aminodcidos |6a: 387-421 (1984
¥subtilisina D,L amidas and references th
xamidases de aminodci |rein
xhidantionase dos D,L Fusee, 1.C., lethb
xdehidrogena~ hidantofnas ds in Enzymology
ses especi~- beidos a~hi |q3¢. 463 (1987)
ficas droxicarbo-
xamino pepbi- x1licos Fusee, il.C., Meth
dase ds in Enzymology
xtransaminase 156: 465 (1987)
xaminodcida |wxproduglo: 4cidos ceto |R0zzell, J.D., lig
desidrogenase |aminodcida ou hidroxi thods in Enzymolp
+formato de- |[geral fumarate/ gy 126: 479 (1987)
sidrogenase xproducso /fumaric Enzymes in Indus-
xL-aspartase |aminodcida 4cido, ammo try, Ed Gerhartz,
xL-asparta- |especifica nium fumarate| W2 VCH Press 1990

‘se 4-decar-
boxilase
aspartase +

L aspartate-

4 decarboxila
se

*%ACL hidrola
-se-

L~aspartic
dcido L-ala
nino

I~1lisina
I~cisteina

L-isoleucina
L-metionina

D,L~a amino
e-caprolacta
ma (ACL) dci
do DL~2amino
2tiazolina
f4carboxilio

o <=

10
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Enzima Produgao ou Substrato Referéncias
Aplicacdo (incluindo as ci-
tadas)
*L-ACT hydro |L-isoleucina
lase L-metionina
xlyase L-fenilalani |cinnamato
na indole, L~
¥L-tryptophan |[L-triptofano |-serino
sinthetase |L-valina
¥fumarase L-malico fumarato
dcido
xhidantoina~ [D n carba-~ S5p~hidroxi-
se moil p-hidro [~hidantoina
xi-fenil gli
cina
xlipases, es |¥resolucgdo de |sinthetic Jones, J.B., Tetr
terases racemates de |chemistry hedron 42; 3351-

stereoselec~
tive sinthe-~
sis

-340% (1988)
Butt, S. and Ro-
berts, S.i., Natu
ral Product Repor
489-503 (1986),
and references ci
ted therein for a
more comprehensiv

()]

10
o

review of this ar

x fumarase

xL~malic acido

dcido fumaric

Chibata et al.,
lethods in Enzymo
logy 136: 455 (19

87)
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Enzima Produgdo ou Substrato Referéncias
Aplicacdo (incluindo as ci-
tadas)
xlactase, ¥disaccharide |lactose & N- |Larsson et al.,
-galactosi~ | synthesis eg |-acetyl ga~ |iMethods in Enzy-
dases galactosyl- |lactosamine |mology 1%6: 230
~N-acetyl ga- (1987)
lactosamine
xlipase, es- |xL-menthol 4 igomer Fukui, S., Tanakal
terase nix A., liethods in En
zymology 136: 293
(1987)
xamidases ¥D=valine D,I amino Schmidt~Kastner,
(intermediate |acid amide G. & Egerer, P. i
for pyre- Biotechnology vol

throid insqg
ticide fluvi-
nate)

ba: 387-421 (1984
and references
therein

il

xlipase (Can
dida cylin-
dricea)

*R(+)2 pheno-
xipropionic
acids (herbi-

cides)

2chloro pro
pionic acids

Biocatalysts in

Organic Syntheses
eds Tramper, van
de Plas & Linko;

Proceedings of Inl
Ternational Sympo
sium in Netherlan

1985

ds
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Enzimas Produgdo ou Substrato Referéncias
Aplicacgdo (incluindo as ci-
tadas)
xlipases, eg |xorganic syn- Jones, J.B., Tetrg
terases, ami |[theses mono- nedron 42: 3351~
dases, aldo- |glycerides ~3403% (1988)
lases peptides Butt, S. and Ro-
r \y
*proteases, x2(p-chloro- | resolution berts, S.l., Naty
peptidases phenoxy) pro of racemic ral Product Repor

489-503 (1986),

its

is

2)

. pionic acid: ester
xyeast lipase
herbicide and references
cited therein for
a more conmprehen-
sive review of th
area
¥strictodine |[xalkaloid Pfitzner et al.,
synthetase production lMethods in Enzymo
eg stricto- logy 1%6: 342
sidine (1987)
*penicillin |w6-amino pe~ | penicillin Enz.Eng 6:201(198
acylase nicillinamic {G or V BEnz.Eng.8:155
¥penicillin acid and 7-
amidase -ADCA
xhydroxyste- |xsteroid Carrea et al., iie
roid dehydro |transforma- thods in Enzymolo
genase tions gy 1%6: 150 (1987
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TABELA 2 (Comt.)
Enzimas Produgdo ou Substrato Refer8ncias
Aplicagdo (incluindo as ci-
tadas)
x5'phospho- | x5'ribonuclep Keller et al., g
diesterase, tides thods in snzymolo
nucleases gy 136: 517 (1987
kesterase xﬁ-lactam pre |correspon- Japanese patent
cursor (chiral |ding dies- application: 82-
mono esters eg|ters -159, 493 (1981)
Bamino gluta- Biseibutsu Compa-
ric acid mono- ny
alkyl ester)
xlipase *p-blockers Kloosterman, M et
al., Trends in
Biotechnology 6:
251-256 (1988)

Producéo de acrilamida utilizando tecnonlogia CLEC

A descrig8o que se segue & uma descricfo duma
realizagdo do prncesso da presente invencdo: A adaptaclo da
produgdo da acrilamida a partir de células imnbilizadas que
sobreproduzem enzima nitrilo hidratase (Nagasawa, T. e Yama-
da, H., Irends in Biotechnology 7: 153-158 (1989)) & tecnold)
gia CLEC aqui previamente revelada. ‘

A produgdn & escala industrial da acrilamida,
um processo quimico comndamente importante, foi descrito por
Yamada e colabnradores (Nagasawa, T. e Yamada, H., Trends in
Biotechnnlogy 7: 153-158 (1989)). Kilotnns de acrilamida por




dia sfo produzidos em reactores quimicos carregados com célg
las induzidas escolhidas como sobreprodutoras da enzima ni~
trilo hidratase. A nitrilo hidratase tem sido também regista
da como0 purificada e cristalizada a partir de duas fontes,
Brevibacterium R312 (Nagasawa et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 139: 1305~1312 (1986) e P. chlororaphis B2% (Nagasa-
wa et al., Eur. J. Biochem. 162: 691-698 (1987)). Tal como
aqui & revelado as enzimas cristalinas podem cada uma delas

ser imobilizadas por reticulag8o com glutaraldefdo ou com ou
tros reagentes de reticulacgdo adequados para produzir uma
CLEC. A nitrilo hidratase CLEC pode ent&do ser usada num reag
tor convencional em vez de células induzidas correntemente

usadas. A adaptacdo deste processo & tecnologia CLEC conduz

a vantagens imediatas. Tais vantagens incluem: dimens8es da
fébrica reduzidas melhoria do fluxo de entrada como resulta-
do da actividade aumentada por unidade de volume implicita

na concentrag@o mais elevada de enzimas nas CLiCs, e substra
to e taxa de difusdo do produto aperfeigoadas; redugdo da co
taminacg8o indesejada e reacg¢les secundlrias, como resultado
da pureza mais elevada das CLECs; e sensibilidade reduzida &
contaminagdo microbiana na aus@ncia de células. Em adigfo,
existem outros beneficios disponiveis apenas poOr um processo
baseado nas CLECs. Esses beneficios incluem: Operagdo e tem-
peraduras mais elevadas para melhorar as btaxas de reacgdo; a
capacidade para Operar em sOlventes aquosos, orglnicos e pra
ticamente anidros, permitindo uma vida média aumentada quer
em processamento quer em armazenamento, resultante da esta-
bilidade meclnica e fisica mais elevada das CLECs, particula
mente em solventes ndo convencionais.

AplicacBes médicas da tecnologia CLEC - tratamento extracor-—

I3

poral

0 processo da presente invenc8o e uma CLEC ou con-
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Junto de CLECs apropriadamente seleccionadas podem também ser
usados para aplicagBes médicas. Uma CLEC Ou um conjunto de
CLECs podem ser usados, por exemplO, para remover um compone;
te dum fluido, tal como sangue, normalmente alterando o com-
ponente, e entdo convertendo-o numa substéncia nfo prejudi-

(]2

cial a um individuo ou muma substincia que pode ser removida
pelos processos orgdnicos normais (por exemplo, via desinto-
xicag8o, degradagdo no figado, excregéo via renal). Nesta ile
méria Descritiva, uma CLEC ou conjunto de CLECs apropriadame]
te escolhidas s80 postas em contacto com um fluido corporal,
que compreende O compoOnente a ser alterado, ou um reagente
(produto ou substrato) duma reaccd0 em que O componente par-
ticipa, sobre o qual a enzima CLEC actua. Como resultado, a
enzima & capaz de actuar sobre o componente a ser alterado
ou com uma oubra subst@ncia que é um produto duma reacgio em
que O componente a ser alterado participa. A actividade da
enzima resulta na alteracdo directa do componente a ser remo
vido ou na alterag@o do produto da reacgdo em que O componen
te participa (fazendo assim a continuag8o da reacgdo impossif
vel). Tal pode ser realizado mediante 0 uso dum dispositivo
extracorporal que inclui uma CLEC ou conjunto de CLECs apro-
priadamente escolhidas e um meio de retencHo que & feito dum
material: tal como um material poroso em que uma CLEC & reti
da ou um tubo em que a CLEC esteja presente, que permite 0
contacto entre 0 préprio componente ou a substincia no flufds
que é um produto duma reacgdo em que O componente a ser alte
rado participa.

LES]

S

Tal pode ser alcangado mediante a inserc¢do duma CLEC
apropriada num compartimento corporal adequado, tal comO, pe-
ritoneu Ou um nbédulo linfatico, em que a CLEC terd acesso aog
fluidos corporais. Esta insergdo pode ser feita cirurgicamens+
te ou por meio de uma injecgdo duma mistura CLEC. A injecgdo
directa da CLEC para dentro do fluxo sanguineo nio serd apro+

T2




g

- 45 -

priada, dado o elevado risco de embolia. O uso das CLECs apr
priadas nesta 4rea deve servir como uma alternativa aos pro-
cessOs genéticos na terapia de substituicdo de enzimas para
corrigir uma deficiéncia natural, tal como, por exemplo, fe-
nilcetonoria.

A Tabela 3 ilustra algumas aplicagBes médicas em
que as CLECs podem ser usadas. Para a maior parte destes ca-
sos, 0 tratemento extracorporal encontra-se airda em fase de
pesquisa, mas os beneficios que as CLECs oferecem podem pro-

mover novos tratamentos em Areas que n8o existiam tratamentols

alternativos anteriormente.

phageempusopapiing <4

Enzima usada

Remog8o de

vtz 8

Doenga/Pacientes
Tratados

Referéneias

Asparaginase

Asparagina

-

Leucemia (Remo-

¢do de aspargina,
un nutriente im-
portante no can-
danifica as
células leucémi-
cas que ndo po-

cro,

dem produzir o
aminodcido essen
cial-asparagina;
as c¢élulas nor-
mals podem produ
zir asparagina e
por isso ndo s#o
afectadas por eg
te tratamento)

Klein, k. Lan-
ger, R., Trend
in Biotechnolo
gy 4: 179-185
(1986) e suas
referéncias

Chang, T.M.S.,
Methods in En-
zymology 137:

444-457 (1987)
e suas referén
cias

o R S o 275

10
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TABELA 3 (Cont.) )
Enzima usada | Remog@o de | Doenga/pacientes |Referéncias
Tratados
Heparinase Heparina Deshepariniza- Langer, R., et
¢80 para hemo- al., Science
-perfusdo de 217: 261-263%
pacientes por (1982)
exemplo didli
se renal
Bilirubina bilirubina | Ictericia neo- Tavin et al.,
oxidase -natal Science 230:
S543-545 (1985)
Carboxipepti |letotrexato | Pacientes sub Pitt, A.M., et
dase metidos a qui al., Appl. Bio|
mioterapia chem. Biotechnol.
8: 55-68 (1983)
Tirosinase fcidos ami- | Deficiéncias Chang, T.M.S.,
no arométi- | hepdticas exi- Sem. Liver Dis.
cos bindo eleva- Ser. 6: 148
¢Bes patoldgi- (1926)
cas de amino-
dcidos
Fenilalanina |Fenilalani- |Fenilcetonuria Ambrus, C.M.,
amonialiase na e deficiéncia

| hepdtica

[ T SRR ———

et al., J« Pharm.
& Exp. Ther.
224 598-602
(1983)

S A A A
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Enzima usada Remog8o de Doenga/Pacientes Referéncias

Tratados
Sistema de Ureia}(coE Desintoxicagéo Chang, T.i.S.|
multi-enzimas vertida em  por deficiBncia liethods in En
incluindo: dcido glu~ crbénica renal zymology 137:
urease, gluta tamico) de pacientes 4a4-457 (1987)
mato desidro- e suas referép
genase, gluco cias
se, desidroge
nase e uma Chang, T.M.S.},
transaminase Enzym Eng. 5:
225 (1980)
Arginase Arginina Hiperargininaé Kanalas, J.J.
mia familiar et al., Bio-
chem. iied. 27|;
46-55 (1982)
Glutamato, de amoniaco deficiéncia hepd Maugh, T.H.,
sidrogenase e tica Science 223:
amoniaco 474496 (1984)

Uma aplicagdo particular do processo da presente
inveng8o é o sistema heparina liase para a des-heparinizacéo
(Bernstein et al., Methods in Enzymology 137: 515-529 (1987)
que é abaixo discutido.

Todos 0s dispositivos extracorporais espargidos coj
sangue, tais como didlise renal, hemofiltragdo artériovenosa
continua, ou oxigenadores POr membrana extracorporal, reque-
rem a heparinizagio do paciente para evitar a coagulagfo do
sangue. NO entanto, a heparinizag8o do paciente origina com-
plicagBes hemorrigicas e¢ mantém-se um risco na seguranca hum;

>

1=

[
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na. Estes problemas aumentam quando o tempo de espargir 0 sa;
gue aumenta, por exemplo, cOm O oxigenador de membrana, e poi

dem originar hemorragias graves. Apbs a terapia extracorporal

a heparina pode ser removida do sangue usando para tal um dij
positivo de heparinase no efluente do dispositivo extracorpo
ral que elimina toda a heparina do fluxo de sangue que retor
na ao paciente e evita assim 0s problemas de heparinizacgéo.

As pequisas publicadas (Langer et al., Science 217
261-263% (1982)); Bernstein et al., lethods in Enzymology 137
515-529 (1987), detalham 0s problemas apresentados pelas en~
zimas convencionalmente imobilizadas usadas nos dispositivos
extracorporais. O problema principal & que a imobilizagdo
convencional origina uma baixa retencfo da actividade enzimi
tica por unidade de volume, requerendo assim um grande volu-
me da enzima imobilizada para realizar a heparinizac¢f8o neceg
séria., BEste volume & demasiado grande para ser usado em sere
humanos. No entanto, a elevada retengdo de actividade por un
dade de volume na CLEC, devido & falta dum supOrte inerte ev]
ta este problema e oferece uma solug8o pridtica para a des~he
parinizag@o do ser humano. A estabilidade aumentada da CLEC
reduz a des—assoOciagfo da enzima a partir do cristal reticu-~
lado, sendo superior ds enzimas convencionalmente imobiliza-
das menos estdveis porque a resposta imunitdria resultante 4
clivagem da enzima & reduzida. A estabilidade da CLEC em fun
¢cdo da temperatura evita a desnaturacdo da enzima devido a
temperaturas transitdrias elevadas durante o armazenamento,
sendo similar quando a CLEC retém elevada actividade, mesmo
guando armazenada a temperaturas elevadas. Acrescente-se que
a CLEC & mais barata e 0 seu uso & mais conveniente do que ©
das suas contrapartes convencionalmente imobilizadas devido
aos seus tempos de vida operacionais e de armazenagem serem
mais longos.

AplicacBes adicionais da tecnologia CLEC: biosensOres

L1

1l

3

e
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Uma CLEC ou um conjunto de CLECs podem ser usadas
como um componente dum sensor referindo-as como biosensores,
detectar e/ou quantificar um elemento de anilise de interes-

se num fluido, tal como, flufdo corporal (por exemplo, sangue,

urina), um meio reaccional laboratorial e quimico, meio orgd

nico, &gua, meio de cultura e bebidas. Em alguns casos, 0 flu
do em questdo pode ser um gis, tal como num analisador de res

pirag8o alcoblica (Barzana, E., Klibanov A., e Karell, u.,
NASA Tech Briefs 13: 104 (1989)). Nesta aplicacf0 uma CLEC
ou conjunto de CLECs apropriadamente seleccionadas sfo posta
em contacto com um fluido para ser analizado em relagio ao
elemento de andlise de interesse. O elemento de anilise de
interesse pode ser directamente medido (por exemplo, nivel 4
glucose no sangue) ou indirectamente (por exemplo, detectan~
do ou quantificando uma substlncia que & um reagente (produt
ou substrato) numa reac¢fo em que 0 analito de interesse par
ticipa). Em ambos 9s casos, a CLEC & capaz de actuar sobre o
elemento de andlise ou a substlncia que & um reagente numa

reacgdo em que O elemento de andlise também participa. A act]

vidade da enzima resulta numa permuta detectével (por exempl
alterag8o do pH, producdo de luz, calor, alteragdo do poten~
cial eléctrico) que & detectada e/ou quantificada por meios
de detecgdo apropriados (por exemplo, eléctrodo de pH, dispo
sitivo sensor de calor ou luz, meios para medig¢8o de permuta

eléctrica) Janata, J., et al., Anal. Chem. 62: 33R-44R (1990)

Gualquer meio Util para deteccdo da alteragdo resultante do
processo catalisado: pela enzima pode ser usado. Um biosensoi
da presente invengdo compreende uma CLEC ou conjunto de CLEC:
e um meio de retengdo para as CLECs que permite o contacto el
tre as CLECs e 0 elemento de anflise de interesse ou a subs-
téncia no fluido que é um reagente na reaccdo em que © elemer
to de anilise de interesse participa.

A Tabela 4 ilustra algumas aplicagBes biosensoras

(]
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em que as CLECs podem ser usadas. As enzimas correntemente
imobilizadas s80 usadas nestas aplicagBes, mas apresentam ba

i

xa estabilidade, baixa densidade enzimdtica, tempo de vida
curto e falta de reprodutibilidade. Estes exemplos podem ser
prontamente adaptados & tecnologia CLEC aqui revelada.

TABELA 4

SERERSEER

Bnzima usada | Detecgfo de: | Aplicagdo Refer8ncias

T 57 I L S

Glucose oxi- | Glucose Diabetes Daniles, B., lioss
dase bach, K., wethods
in Enzymology 137
4-7 (1987)
Hall, E."Biosensoprs"
Open University
Press (1990)
Taylor, R., Proceled.
Biotechnology Gon
ference (1989);
275-287

Anthony et al.,
"Biosensors, Fun-
damentals and Appli
cations", Oxford
University Press

(1987)

Criatinina Criatinina Funcdo renal] Tabata, L. et al.

deiminase Anal. Biochem.
134: 44(1983)

Urease Ureia Fungé@e renal|Hsuie, G.d. et al.,

Polym. later. Sci
Eng. 57: 825-829
(1987)
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Enzima usada |Detecgdo de: [Aplicacgfo Referéncias
- Kobos, et al., An
Chem. 60: 1996-19
(1988)
Lactato oxi-~ |[lactato AplicagBes |Blaedel, W.J. &
dase e desi- clinicas Jenkins, R A., An

drogenase

Chem. 48(8): 1240
(1976)

Sagaguchi, I. et
al., J. Appl. Bio
chem. 3:; 32 (1981

81,
D8

Glucose~6~pi-
ruvato desi-
drogenase

Glucose-6-
-fosfato sa
carose e
ATP

diabetes e
outras apli
cagles médi
cas

ibid as glucose
oxidase

£lcool desi-

Etanol e ou-

Bafbmétro e

Romette, J.L. et

drogenase, tros alcobis; | aplicagBes |al., liethods in
41cool oxi- dcidos acéti- | industriais |Enzymology 137:
dase co e férmico 217-225 (1987)
Ho, M.H., Methods
in Enzymology 137}
271-288 (1987)
p-fructosida |Sucrose Aplicag8es |Romette, J.L., et
se industriais |al., lethods in
Enzymology 137:
217-225 (1987)
Colesterol Colesterol knsaio de Satoh, I., i.ethod
oxicase colesterol |in Enzymology 137

217-225 (1987)

[£2]
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Enzima usada |Detengdo de; |Aplicacio Referéncias
Catalase fcido drico, |Arteroscle- | Satoh. I,, liethod|
colesterol rbticos e in Enzymology 137
outras apli | 217-225 (1987)
cagBes médi
cas
Carboxi pep~ |metotrexato Cancro ibid as glucose
tidase oxidase
Anidrase car- |[Dibxido de AplicagBes | ibid as glucose
bbnica carbono industriais,| oxidase
laborato-
riais e am-
bientais
I-aminodcido |aminodcidos nédicas e ibid as glucose
oxidase industriais | oxidase
p-lactamase penicilina Aplicag¢Bes | Anzai et al., Bul
penicilina médicas Chem. Soc. Jpn.60
4133-413%7 (1988)
Fosftatase Fosfato lioritoriza- | ibid as glucose
alcalina ¢80 de meta | oxidase
bdlitos
Nitrato/nitri |Nitratos e lwoOnitoriza~ | ibid as glucose
to redutase nitritos ¢80 alimen- |oxidase
tar e de me
tabbdlitos
Aril-sulfa- Sulfato lionitoriza- |ibid as glucose
tase ¢8o de me~ |oxidase

La . COR S .

tabolitos

e e

S e

THe b £ B b b




Enzima usada

—

bthos

Detengdo de: |AplicagBio |Referéncias
Succinato Suczizgto‘ Industrial |ibid as glucose
desidrogena oxidase
TLuciferase FuNd, e reac Detecgdo de|Wannlund J., et al
bacteriana ¢8es acopla- quantidades| "Luminescent assays:
das 10718 ge Perspectives in en
FMNHz medi~| docrinology and cl
ante medi- | nical chemistry",
¢8o de 1li~- | Eds Serio, . and
bertacgéo and Pazzagli 1:125
fotdnica (1982)
Kurkijarvi et al.,
liethods in Inzymo-
logy 137: 171-181
(1987)
Tuciferase ATP e reac- Detecglo de| Kurkijarvi et al.,

de pirilampo

¢Bes acopla-
das

guantidades
10712 4¢
ATP median-
te liberta-
¢8o fotbni-
ca

iethods in Lnzymol
gy 157: 171-181
(1987)

Murachi et al., lig

thods in Enzymology

1%7: 260-271 (1984

No processo da presente invengfo, tal como & reali
zado para anflise de amOstras num biosensor, & particularmen
te desejével a producldo de sinais detectiveis 0 mais fortes
possivel a partir das quantidades mais pequenas possiveis de
substrato e catalisadores. Nesse sentido, a tecnologia CLEC
aqui desvendada & particularmente atractiva, pois é alcangad

10
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a concentracBes possivel mais elevadas do catalisador enzimé
ticO num dado volume.

Frequentemente, foram realizados esforg¢os consideri
vels para acoplar uma reacglo enzimdtica (ltima de interessel
quer directamente, quer através de intermedidrios adeguados,
para a producdo de luz através de enzimas semelhantes a luci
ferase (Rurkijarvi et al., iiethods in BEnzymol. 137: 171-181
(1988)). Tal é feito no sentido de Obter vantagem da sensibi
lidade nZ20 paralela e efici8pcia 4o equipemento de detecgdo
protdnica, que permite a detecglo de comncentracles femtomola
res dos produtos da reacgdo enzimética sob condigBes apropri|

1o

das. Seguindo este principio, 0s sistemas biosensores foram
desenhados usando enzimas imoObilizadas convencionalmente, pa
ra detectar varios substractos de interesse clinico ou outros.
ReacgBes de producgdo de luz foram acopladas para ensaio de
reacgBes de detecgdo de substractos semelhantes a D-glucose,
L-lactato, L-glutamato e etanol, entre outras, a concentra-
¢Oes extremamente baixas.

No que se refere a esta aplicag8o, a enzima lucife
rase obtida a partir de Vibrio harveyii foi registada como
cristalizada (Swanson et al., J. Biol. Chem. 260: 1287-1289
(1985)). Os cristais desta luciferase podem ser reticulados
com glutaraldeido ou outro reagente adequado para obter uma
CLEC de luciferase. Para usOs bioOsensoOres ou analiticos, uma

CLEC de luciferase oferece muitas vantagens sobre as enzimas
convencionalmente imobilizadas. Numa CLEC, 0 volume total da
luciferase CLEC consiste pa enzima que emite luz. Num sistemé
de enzima convencionalmente imobilizada, no entanto, 95% do

volume total & apreendido pela substéincia veicular "inerte",
cuja fungdo se assemelha & absorgfo da luz emitida pela enzi
ma. Em adigdo, a estabilidade aumentada das CLECs pode faci-
litar 0 armazenamento & temperatura ambiente, e torna também
possivel novas aplicagBes sensoras em ambientes duros e a ten
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peraturas elevadas.

AplicagBes adiciopais da tecnologia CLEC - reaccBes laborato
riais

As CLECs podem ser usadas como reagentes laboratorj-
ais Ou em processOs a grande escala, que podem ser usados par
ra reacgBes laboratoriais. Algumas das cabtegOrias mais vastab
de reacgBes sfio apresentadas na Tabela 5.

TABELA 2
Enzima usada Tipo de reacgfo catalisada | Referéncias
Lipases, fosfoli | Sintese estereoselectiva; |Zaks, A. & KLi
pases incluindo esterificagéo, banov, A.M.
transesterificacgfo, ami- Proc.Nat.Acagd.
nélise, lactonizag8o, po Sci.USA. 82:
lizag80, acilag8o, oximd 3192-2196
lise e resolugflo de mis- (1985)
turas recémicas Klibanov,A.Li}
Acc.Chem.Res}
2%:114~120
(1990) and re
ferences the+
rein
Wong,C.H,Chen~
tracts-Organic
Chemistry 3%:
91-111 (1990)
and reference
therein
Esterases Sintese estereoselectiva “iob;§ﬁs£1"§E“
e resolucgéo al., Tetrahe-
dron Letters
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Tipo de reacgdo catalisada

e s A A g w—ce, e WP W (g P

Referéncias

Vol. 25, #24
25572560
(1984)
Schneider et
al., Agnew.
Chen.Int.Ed.
Engl.23#1):
64-68 (1984)

Tirosinase

Oxidac8o de fenbis para
producdo de quinoOnas

Kazandjian,
R.Z. and K1i
banov.A.N.J.
Am.Chen.Soc.
110;: 584~589
(1986)

proteases, por
exemplo subtili

acilag8o estereoselectiva
de hidrocarbonetog

Riva et al.,
J.Am.Chem.S0

sina 110; 584-589
(1988)
oxidases selective oxidation of Klibanov,A.lil
hydrocarbons Acc.Chem.Res|
2%: 114-120

(1990) and r
ferences the-
rein

Outras enzimas
que requerem CO-
~factores:; iso-
merases, liases,

Sintese estereoselectiva

Wong,C.H.,Che
tracts-Organi

Chemistry 3%:
91-111 (1990]

(@]
.
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Enzima usada Tipo de reacgBo catalisada | Referéncias
aldolases, glico | and referen-
sil transferases ces therein

e glicosidases

Outras enzimas Sintese estereoselectiva Wiong,C.H.,Chem
que ndo requerem tracts-Organic
co-factores adi- Chemistry 3:
cionados: flavo 91-111 (1990)
enzimag, pirido- and references
xal fosfato enzi therein

mas, metalo enzi

mas

Enzimas que reque | Sintese estereoselectiva Wong,C.H.,Chen
rem co-factores tracts-Organilc
quinases (ATP), Chemistry 3:
oxiredutases 91~-111 (1990)
(NAD/P), metil and references
transferases therein

(SAli), enzimas
que requerem COA,
sulfurases (PAPS)

Schneider et al., (Agnew. Chem. Int. Ed. Engl. 23
(We.1): 64-68 (1984)) ilustra como as enzimas podem ser usa-
das em sinteses orglnicas. Foi usada esterase de figado de
porco na transformacgdo meso-ester dentro dum quiral mono-es-
ter num tamp8o de fosfato aquoso.

As vantagens das reacg8es catalisadas por CLECs pd
ra uso laboratorial sfo trés. Primeiro, a CLEC retém elevadg
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actividade em ambientes rigidos (por exemplo, solventes aquo
s0s, Orglnicos praticamente anidros e suas misturas, e a tem
peraturas elevadas) que s80 tipicos das experiéncias de sint

| [

se quimica laboratorial. Segundo, a CLEC exibe elevada esta-

[

bilidade operacional e de armazenamento que é apropriada par
experiéncias laboratoriais intermitentes. Terceiro, a sua el

[1C]

vada actividade por unidade de volume permite tempos reaccio
nais mais curtos e requer volumes mais pequenos da enzima (ppr
unidade de actividade). Logo, a vantagem que as CLECs ofere-
cem sobre as enzimas imobilizadas ou livres, desenvolvem pro
cessos de quimica orginica com uma teia sintética altamente
selectiva e alternativa.

Em todos estes casos abaixo0 descritos, aos quais

L

n30 nos limitamos, apenas, 0 processo desta inveng&o pode se
adaptado por um perito na técnica para conversfo dum proces-
S0 usando uma enzima convencionalmente imobilizada catalisa-
dora para O uso duma CLEC da enzima apropriada. As CLECs n3o
podem apenas substituir as enzimas convencionalmente imobili
zadas mas podem também ser usadas em transformacBes de célu~
las intermédias. A presente inveng8o serd ilustrada a partir
dos exemplOs que se seguem, gue nfo t&m como objectivo limi-
ta-la de qualquer modo possivel.

o

&xemglo 1

Cristalizag8o e reticulacfo da termolisina para sintese do
percursor aspartamo, Z~Asp-Phe-Oiie.

Cristalizacdo

250 mg de termolisina obtida a partir do Bacillus
termoproteolyticus foram adquiridas na Boehringer-jannheim
Gmbh, e dissolvidos em 4 ml de sulféxido de dimetilo (DM3O)
a 45% e em acetato de cdlcio 1,40 I a 55%, e cacodilato de
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s6dio 0,50 M a pH 6,5. Estas condigBes de iniciagdo sfio simi]
lares as descritas por Matthews et al., para a producdo de
cristais termolisina com qualidades de difracg¢8o (ver, por
exemplo, uolmes and Watthews, J. kiol. Biol., 160: 62%-639

(1982)). A solug8o proteica foi entdo concentrada para um mi
1ilitro num micro-concentrador Centricon 10. Foi obtido unm
bom rendimento de microcristais através de um processo de

cristalizacdo luminosa, agora aqui descrito, em que se injec
tou rapidamente para dentro das solugBes DiuSO-termolisina,

acima descritas, 1 ml de 4gua, ou acetato de célcio 1,40 ii,
cacodilato de s6dio 0,50 i a pH 6,5. Neste processo obteve-
-se microcristais hexagonais de dimens8es aproximadamente un
formes (aproximadanente 1071 em comprimento).

Reticulacdo dos microcristais de termolisina

0 protocolo usado neste exemplo especifico do pro-
cesso da presente inveng80 & uma adaptag8o do descrito por
Nakanishi et al., (Biotechnology 3: 459-464 (1985)), em cujo
protocolo a termolisina foi primeiramente adsorvida na base
duma substlncia veicular composta por uma resina de permuta
idnica Amberlite Xad-7, e subsequentemente imobilizada por
reticulagdo com glutaraldeido (Quicho e Richards, Proc. Natl
Acad. Sci. (USA) 52: 833-839 (1964)). Nesta exemplificacgdo,
0s microcristais de termolisina acima Obtidos foram centrifu
gados e peletizados, e 0 sobrenadante foi descarregado, 5 ml
de glutaraldeido de grau técnico a 17,5%, em DiSO a 2,5, ac
tato de cdleio 0,05 I e cacodilato de sbdio 0,025 i, a pd 6,
foram entdo adicionados aos wicrocristais. A mistura foi in-
cubada cOm agitacgdo suave a 3700 durante 4 horas. A reacgdo
de reticulagdo foi terminada mediante lavagem repetida dos
cristais com aliquotas de 10 ml de 4gua para remover a solu-
¢80 glutaraldeido. Os cristais de termolisina reticulados la
vados constituem a termolisina CLEC usada abaixo como catali

[
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Sintese de Zz-Asp-Phe-Oue numa soluc8o aquosa

F

5 ml duma suspensd0 termolisina CLEC foram adicio-
nados a um reactor de lote de agitacg8o continua e incubados
a 5700. Apbds centrifugac8o e decantaglo do sobrenadante, una
nistura de reacgdo agquosa foi adicionada ds CLECs. szsta solu
g8o foi preparada misturando-se 80 mg de Z-I-Asp € 80 mg de
L-Phe-Cile-cl en 1 ml de &gua, com &cido acético adicionado
para se obter um pi de 7,0. As amostras foram removidas para
andlises por HPLC. A Tabela 6 mostra a altura do pico de HPL
do pico do substracto Z-IL-Asp apds 0 tempo indicado da reac-
¢80, normalizado para 1 a0 tempo t=0. Devido ao facto do Z-
~L~Asp estar linitado nesta reacgfo e medigdo 4o seu esvazia
mento & equivalente a medigBo do aparecimento do produto Z-
-L~Asp-L~Phe-Ojie (Nakanishi et al., Biotechnology 3: 459-464
(1985)). A Tabela € compreende também a altura do pico norma
lizado 4o substracto limitante Z-I-Asp que restou, e uma es-
timativa do grau final da reacglo. & evidente que a reaccdo
prossegue até cerca de 20% da finalizac8o dentro dos primei-
ros 30 segundos e af estabilizada. Hstes resultados sfo con-
slstentes com as abservag¢les de Nakanishi et al. (Biotechno-
logy 3: 459-464 (1985) quando se usa a termolisina convencio
naluente imobllizada numa mistura de reaccfo aquosa, tal co-
mo descrito acima, e s8o atribuidos & solubilidade do 'Z~I~
-Asp-I-Phe-Olie em Agua.

TABILA 6

Tempo de reaccéo Altura do Pico % de Completacéo
(s) (normalizado)
0 1.000

50 0.727 27,5%

[93
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TABETA 6 (Cont.)

Tempo de reaccéo Altura 4o pico % de Completacdo
(8) (normalizado)
&0 0.857 14,35
120 0.940 6,0%
180 0.797 20, 3%

Sintese de Z~Asp-Phe-Oiie numa solugH0 parcialmente anidra

5 ml duma suspensdo CLEC termolisina foram adicio-
nados a um reactor de lote de agitvaclo continua e incubados
a 37°C. Apds contrifugacBo e decantag8o do sobrenadante, uma
mistura reaccional orglnica praticamente anidra foi adiciona
da &s CLECs. Esta solucfio foi preparada misturando-se 80 ng
de Z-L-Asp e 240 mg de L~FPhe-Okie em 1 ml de acetato de etilo
a 9% e &gua a 1%. As amostras foram removidas para ahalises
por JPLC. A Tabela 7 mostra a altura do pico da &PLC do pico
do substracto Z-I-Asp apbs o tempo indicado da reacgdo, nor-
malizado para 1 ao tempo t=0. Devido ao facto &o Z-L-Asp es-
Yar limitado nesta reaccfo a medicdo do seu esvaziamento é
equivalente 3 medig8o do aparecimento do produto Z-L-Asp-IL-
~Phe-Olie (Nakanishi et al. Biotechnology 3: 459-464 (1985)).
A Tabela 7 compreende tawbém a altura 4o pico normalizado do
substracto limitante Z~-L-Asp que restou, e uma estimativa do
grau do completamento da reacg8o. Neste caso a reaccdo pros-
segue até cerca de 70% da completacfo dentro dos primeiros
30 segundos e al estabiliza. Estes resultados s80 consisten-
tes com as observagBes de Nakanishi et al. (Biotechnology 3;
459-464 (1985)) gquando se usa a termolisina convencionzalmen-
te imobilizada numa mistura reaccioral praticamente anidra,
e sfo atribufdos & inibiglo do produto da enzima.

TABELA 7
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TABATA 7
Tempo de reacgao Altura do Pico % de Completagdo
(s) (normalizado)
0 1.000
50 0.323 67,75
50 0.314 68,60
120 0.305 69, 5%
180 0.272 72, &%
Exemplo 2

Cristalizaclo, reticulacdo e liofilizagfo da termolisina e

avaliag8o das caracteristicas do produto resultante

Cristalizag8o da termolisina

A termolisina (Diawa Kasei K. K., Japan) foi dis-
solvida em acetato de calcio 10 mif (Sigma), pd 10,0 para uma
concentracdo de 10% (p/v), o pi da solugi@o foi mantido a 10,
por titulacg8o com NaOH 2 . Apds a solubilizacg8o completa, a
soluc8o proteica foi titulada para um pHE 8,0 com ICl 2 M. Ad
cionou~-se acetato de ci&lcio s61ido para 1,2 . Foi entdo adi
cionado sulfdxido dimetilo (Sigma) para 30%. A proteina foi
concentrada para 100 mg/ml por ultrafiltra¢8o numa célula de
agitac8do Amicon (membrana 10,000 L#C0). A enzima concentrada
foi colocada em aliquotas e armazenada a —7006. A termolisi—
na foi cristalizada mediante a adig8o de 9 volumes de 4gua
esterilizada para um volume da solugdo proteica concentrada
(100 mg/ml). A solugdo fni brevemente centrifugada e permi-
tiu-se 0 repouso durante a noite & temperatura ambiente. Os
cristais foram lavados com 10 volumes de acetato de cllcio
10 mii a pH 7,0 e recuperou-se mediante centrifugagdo de bai-

xa velocidade (10 minutos a 1500 x G, centrifugadora Beckman

GFR).
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A adig8o répida de dgua a uma solugfo concentrada
(100 mg/ml) de termolisina induz a formacf0 de cristais que
se tornam visiveis sob magnificacdo de baixo poder dentro de
10 minutos. 0 tamanho do cristal & reprodutivel em fungfo da
concenbracdo proteica final. 3 volumes de &dgua para um volu-
me do concentrado termolisina (100 mg/ml) produzirdo varas
hexagOnais com a capacidade de difracc8o de raio-X com 0,5
wm de comprimento que correspondem aos cristais anteriormen-
te descritos por Colman et al., (Colman, P. ., Jansonius,
J. N. e Matthews, B. W., J. ijol. Biol. 70: 701-724 (1972)),
tal como foi confirmado por nbds mediante as andlises de di-
fracgdo. Adicionando 10 volumes de dgua a um d0s corncentrado
proteicos produziu-se O comprimento dos cristais resultantes
para 0,05 mii. Estes microcristais sfo preferidos nas avlica-
¢Oes CLEC, pois eles tendem a minimizar os problemas de difu
s8o relacionados com 0 tamanho do cristal (ver, por exemplo,
Quiocho, F. A. e Richards, F. L. Biochemistry 5: 4062-4076
(1967)). Tentro de um dado lote de proteinas 0 tamanho do cr
tal foi consistentemente uniforme. (Cristais de 0,05 - C,10
mi: em coizprimento foram usadog neste estudo para facilitar a
pipetagem precisa das suspensBes cristalinas). VisualizagBes
densiométricas da SDS-FAGE revelaram uma purificac8o seis ve
zes superior da enzima em cristalizacg8o aumerntando significa
tivamente a actividade especifica das CLi#Cs. A cristalizacHo
resultou numa diminuig8o em 20% na actividade total da pro-
teina CLEC em comparag#o & termolisina solvel, quando testa
da por clivagem espectrofotométrica do substracto dipeptido
furilacriloil-glicil-L-leucina-amida (FAGLA), como abaixo se
descreve.

Reticulag8o dos cristais termolisina

Os cristais termolisina foram reticulados durante
5 horas a temperatura ambiente numa solugfo de glutaraldeido

[]
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a 12,5% (Sigma), DMSO 5% e Tris 50 mii pH 6,5. Os cristais re
ticulados foram lavados trés vezes em Agua esterilizada e re
cuperados por centrifugacdo a baixa velocidade como descrito
no que respeita & cristalizagfo da termolisina. A reticulacd
quimica dos cristais enzimiticog estabiliza a gelbsia de crig

[*3

tal e as moléculas de enzima constituintes no cristal sufici
entemente de forma a permitir o uso prético das CLECs nos am

bientes que de outra forma seriam incompativeis & funcfo en-
zimdtica. N8o existiu uma diferenca mesurdvel na actividade
enzimdtica entre Os cristais reticulados e nfo reticulados

quando testados (por espectrofotometria) por clivagem monito
rizada 4o seu substracto dipeptido FAGLA (abaixo descrito).
Além disso, e reticulaglo estabiliza as CLECs ao ponto de po
derem ser liofilizadas, com retencdo da actividade enzimdti-
ca na sua totalidade sobre reconstituigfio em solventes aquo-
sos, Orglnicos, e misturas aquoso-orginico comod se moOstra na
Figura 1 e Tabela 8. Apesar da cristalizacdo resultar numa
diminuig8o de 30% da actividade especifica da protefna CLEC
em comparagdo 4 termolisina solGvel, a reticulagdo e 1iofilj|
zagd0 das CLECs nfo dimimmiu depois a actividade especifica.

TABLIA 8 - Actividade da Termolisina

Tempo (min.) Absorvancia 345 nm
CLEC Enzima soldvel

1 0,0 0,314 0,315
2 1,0 0,272 0,271
3 3,0 0,235 0,218
4 5,0 0,204 0,198
5 10,0 0,184 0,185
6 15,0 0,183 0,184

Actividade enzimética da termolisina CLEC e solfivel

A actividade catalitica da termolisina CLEC e solﬁ




vel foi testada (Feder, J. e Schuck, J. .., Biochemistry 9:
2784-2791 (1970)) por hidrblise do substracto do dipeptido

bloqueado furilacriloil-glicil-I~leucina-amida (FAGILA) (Schwei

zerhall). A clivagem da ligac80 amida foi medida espectrofo-
tometricamente por uma diminuig8o numa absorvincia a 345 nm.
A concentrac8o inicial da enzima foi de 10'7 . por determing
¢8o proteica de Bradford e visuwalizac8o densiométrica (Phar-
macia IKB UltroScan XL) do gel SDS-PAGE de mancha Coomassie.
A enzima CLEC & definida como cristais de termolisina reticyl
lados liofilizados reconstitufdos a enzima soldvel & definid
como termolisina concentrada para 100 mg/ml. A enzima foi ad
ciorada a um volume reaccional de 5 ml que compreendia O sub
tracto. As aliquotas da mistura reaccional foram removidas

aos tempos indicados, € a absorvancia a 345 nm foi medida. A
termolisina CLEC foi separada a partir da mistura reaccionall
por centrifugacdo breve (microcentrifugadora E, Beckman) an-
tes da leitura da absorvincia. A absorvincia foi estabeleci-
da para uma pseudo equacdo da taxa de primeira ordem e foray
calculados 0s Kcat/Km dividindo o valor estabelecido pela co
centragfo enzimdtica (iultifit 2,0 Jurve Fitting for the App
lacintosh Computer, Day Computing P. C. Box 527, wilton, Cam
bridge CB4 6WL, U.K. (1990)).

Dependéncia e estabilidade do pd

0 pd 6ptimo e a estabilidade da enzima soldvel fo-
ram comparados com 0s da termolisina CLEC por clivagem 4o sy
bstracto dipeptido FAGLA. Os resultados s80 apresentados na
Figura 2 e Tabela 9. Tarto a enzima solivel com0 a enzima

cristalina demonstraras uma actividade méxima a pi 7. As CLH

e as termolisinas solUvels demonstraram também actividade

idéntica na gama acidica e o perfil de pH em forma de sino
gerado pela enzima solével encontrava-se de acordo com os dé
dos publicados (Feder, J. e Schuck, J. k., Biochemistry 9:

T
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2784-2791 (1970)). No intervalo de pHd alcalino, no entanto,
a enzima cristalina mantém a actividade méxima, a pi 10, en-
quanto que a enzima solivel apresentou 75% de actividade a p
8,5, e apenas 25 de actividade a pH 9. A pH 9,5, a enzima
soldvel, é complectamente inactiva.

TAB&LA 9 -~ Curva de pH Termolisina

% Actividade méxima

pH CLEC Enzima soliivel
1 5,0 10,250 5,170
2 5,5 9,750 6,070
3 6,0 52,500 39,100
m 6,5 85,000 74,610
5 7.0 97,500 100,000
6 7,5 100, 000 98,650
7 8,0 97,500 82,920
8 8,5 95,000 71,910
9 9,0 96,250 24,720
10 9,5 95,000 0,000
1 10,0 90,000 0,000

Estabilidade a temperaturas elevadas

Pode-se alcangar taxas de reacgfo mais elevadas e
tempos de difus8o mais baix0s vara substractos e produtos
realizando a operagdo dum dado processo guimico e temperatu-
ra mais elevada, em que normalmente nos encontramos limitado
pela estabilidade da temperatura de substractos e produtos.
Nas catllises bageadas em enzimas, no entanto, & frequente a
pverda de actividade enzimdtica que estabelece liumite prético
de temperatura a que 0 processo pode dscorrer. A estabiliza-
¢80 adicional alcangada nas CLECs permite actividade enzimé-
tica a temperaturas mais elevadas d0 gque as pOssiveis com a

i
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enzima soldvel.

4 estabilidade aumentada a temperaturas mais baixals

simplifica a armazenagem rotineira de longa duracfo dos catg
lisadores COLiCs. Por exemplo, foi necessirio armazenar solu-
¢Bes concentradas (50 mg/ml) de termolisina sollivel a -80°%g

para manter a actividade especifica méxima. A temperatura am
biente, a actividade foi normalmente perdida-ao fim do prime
ro dia. Contrariamente, as termolisinas CLECs re-hidpratadas

podem ser rotineirsmente armazenadas durante méses 4 tempera
tura ambiente com nenhuma perda aparente de actividade. As
CLIiCs liofilizadas ndo reconstitufdas da termolisina parecenm
ser viaveis indefinidamente.

A estabilidade e resisténcia térmica & aut6lise fo|
ram demonstradas com as termolisinas CLECs apbs incubagdo a
6500 durante cinco dias consecutivos (Figura % e Tabela 10).
As termolisinas CLiCs mantiveram a sua actividade méxima apd
0s cinco dias de incubagdo a temperaturas elevadas. lontrari)
mente, a termolisina snldvel perdeu 50% da sua actividade in
cial apbs duas horas de incubag80 e demonstrou fraca activi-
dade apds 24 horas de incubacdo a 65°C.

TABLIA 10 - Zstabilidade térmica de Termolisina a 6500

Pempo CLEC Enzima soldvel
(dias)

1 0,000 100,000 100,000

2 0,041 70,000

3 0,083 96,000 50,000

4 0,164 32,000

5 0,246 17,000

6 0,410 97,0 10,000

7 1,000 101,0 2,000

8 2,000 97,0

i~
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TABZIA 10 (Cont.) - Estabilidede térmica de Termolisina a 650

Tempo CLEC Enzima sollvel
(dias)

9 3,000 94,0

10 4,000 96,0

11 5,000 92,0

A actividade das termolisinas CiiC e solivel foram
medidas apbs a incubacido a 6500. A termolisina soldvel foi
incubada em acetato de cdleio 10 miu, Tris 50 my pd 7,0 num
banho iaria a 6500. O volume reaccional foi de 500 ul. A copn
centracdo proteica final foi de 10 mg/ml. As aliquotas foram
removidas aos tempos O, 1, 2, 4, 6, 10 ¢ 18 horas. As amos-
tras foram ensaiadas por clivagem SDS-PAGE e FAGLA & temperg
tura ambiente como acima descrito. Para as termolisinas CLEC
250 ul duma suspensdo de cristal em acetato de cdlcio 10 mi
e Tris 50 mM foram também incubados num barkho de agua a 6500
A actividade foi ensaiada aos tempos O, 1, 6, 24, 48, 72, 96
e 12C horas por clivagem FAGLA.

Resisténcia & proteblise exbgena

A avaliag8o da resisténcia da termolisina CLuC &
acg8o duma protease exbgena foi também realizada. As andli-
ses 3D3~PAGE (Gel electroforese poli acrilamida de sulfato
de dodecil de sbdio) sugeriram que as enzimas comerciais po-
dem compreender uma percentagem substancial de agentes contg
minadores, alguns dos guais podem poOssuir actividade proteo-
1itica contra as principais espécies de enzimas soliveis. (0
ferindo o armazenamento Gas moléculas de enzimas sobre a for
ma duma gelosia de cristal pode assumir-se que as moléculas
de enzima no interior numa JLiC serd protegida da proteblise
Para testar esta possibilidade as termolisimas CLuzCs e uma
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preparagdo duma enzima solGvel foram incubadas em presenca
duma protease de estreptococcus, Pronase(R)
especifica capaz de digerir a maior parte das proteinas dos
aminoécidos livres (Calbiochem. 1990 Catalog; LaJjolla, CA).

As termolisina CLEC e soldvel foram incubadas em
Tris 50 mi, pE 7,5, a 40° en presenca da protease Pronase®
(Calbiochem). A proporcdo de Pronase(3> vara a termolisina
foi de 1/40. Para inibir a autélise da termolisina e preveni
a destruigdo proteolitica da pronase pela termolisina, foi
adicionado EDTA & reacgdo de enzima soldvel para uwa concen-
trag@o final de 100 mli (EDTA inibe a activicdade da termolisi
na mas nio da Pronase(q)) Nos teupos indicados as aliquotas
foram removidas a partir da mistura de reacgfo e a activida-
de foi ensaiada pOr espectrofotometria por clivagem dos subs
tractos dipeptidos FAGLA. Para a inibic8c da termolisina es-
tabelecida devido & presenca 40 ZDTA, O ensaio espectrofoto-
métrico da actividade da enzima soltvel foi realizado mum tal
pdo de acetato de céleioc a 0,5 1 a pd 7,0 e a concentracio
da enzima foi duplicada. A enzima cristalina reticulada foi
ensaiada como acima se descreveu.

Tal como se pode ver na Figura 4 e Tabela 11, a te;

molisina soldvel foi rapidamente degradada e perdeu toda a
actividade depois de 90 mirutos de incubagfo. Contrariamente
a actividade da termolisina CLiC nfo foi afectada por guatro
dias de incubagdo em presenca da protease. Lsta inacessibili
dade & proteblise apresenta particular interesse em aplicagd
biosensoras de diagnéstico onde uma CLEC adequada possa ser
chamada para actuar na presenca dum cocktail desconhecido da
enzimas proteoliticas que ocorrem naturalmente.

TABELA 11
Fesisténcia & Protease

, uma protease naP
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TABETA 11
Resisténecia 4 Protease

Tempo % hctividade NAxima Tempo

(dias) CLEC Enzima solivel (min.)

1 0,000 100,0 100,0 0,000

2 C,003 25,0 5,000

3 0,010 17,5 15,000

4 0,021 9,5 30,000

5 0,042 93,0 3,0 60,000

6 0,063 1,0 90,000

7 0,084 101,0 0,0

8 1,000 97,0
9 2,000 99,0
10 3,000 98,0
11 4,000 96,0

Estabilidade em presenga dum dissolvente Orgfnico

3 S - —

Com 0 Objectivo das enzimas ganharem a aceitacgdo
ideal com0 catalisadores industriais vidveis, elas devem ser
capazes de funcionar sem inbervenc8o excessiva no ambiente
prético do processo de preparagdo. Particularmente, tal com~
preende 0 uso de solventes aquosOs, Orglnicos polares e ndo
polares e suas misturas. Nas aplicacBes comerciais, as misty
ras de solventes aquoso-orgdnicos parmitem a manipulag8o da
formag8o do produto tomando como vantagem as solubilidades
relativas dos produtos e substractos.

As termolisinas sollveis e as termolisinas CL&ls
exibiram estabilidades marcadamente diferentes em presenga
de solventes orglnicos, (Tabela 12). As concentragBes da en-
zima soldvel que podiam ser incubadas em solventes orgénicos
foram limitadas a um méximo de 10 mg/ml. Valores de concentr
¢80 superiores a este originaram a precipitacfo instantfnea

2
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da termolisina sob adig8io do solvente orglnico. Contrariameg
te, as concentrsg¢les das termolisinas CLECs foram limitadas
apenas pelo volume ocuypado pelos crisbais. A termolisina so-
livel manteve a sua maior actividade (75%) apbs incubac3o em
acetona, e a sua menor actividade (%6%) em tetrahidrofurano.
Apbs uma hora de incubacgfo em presenga de acetomitrilo ou di
xano a enzima sollvel perdeu aproximadamente 50% da sua acti
vidade inicial. A termolisina CLEC mais do que 95% da sua
actividade méxima apbds a incubac8o com qualquer um 4o0s s0l-
ventes orgdnicos testados.

TABELA 12
% Actividade iidxima

Enzima

Soldvel CLEC
Acetonitrilo 42 102
Dioxano 66 97
Acetona 75 9%
qp* 36 %6

% Tetranidrofurano

Estabilidade em soOlventes orgénicos

As preparag¢Bes de termolisinas CLECs ou de termoli
sinas soldveis foram imcubadas em solugBes dos solventes Or-
ganicos indicados a 50% (v/v). 100 ul duma pssta de termoli-
sinas CLECs (10 mg/ml) em Tris 10 mii pH 7 foi colocada numa
arpola de vidro de /2 dram. Um volume igual do solvente orgd
nico indicado foi adicionado e a mistura fortemente agitada
durante um curto perfodo de tempo. 20 ul da termolisina sol}_i_
vel (10C mg/ml) foram diluidos em 80 ul dum tamp8o Tris 0,01
Il pii 7,0 puma ampola de vidro de 1/2 dram. Um volume de 100
ul do solvente orgfnico foi entdo adicionado & soluclo prote

10
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ca ¢ esta foi, depois, agitada fortemente durante um curto
espago de tempo; A enzima CLEC e a enzima sollvel foram en-
t80 incubadas em presenca do solvente Orglnico durante uma
hora a 40°¢C. Apbs a incubacdo, a actividade enziwmdtica foi
ensaiada por clivagem do substrato dipeptido FAGLA como des-
crito.

Tensa-se que baixas concentragBes de 4dgzua desfavo-
recem a n8o dobragem dos estados intermédios na conducdo da
desnaturag@o enzimdtica. Kas CLECs, esta restrigdo da wobili
dade conformacional é desenvolvida pelos contactos intermole
culares e reticulacgles entre as moléculas constituinses das
enzinas que formam a gelosia de cristal, em vez da quase-au-
séncia de Agua no meio. Como um resultado, as concentracBes
do solvente dgua-orgzfrico intermedidrio s#o prontamente tole
radas pelas enzimas quando formuladas como CLECs, algd que
previamente ndo se observava com as enzimas (Ver Tabela 12).
Bista descoberta abre um conjunto de novas 4reas da quimica
orgénica para exploragdo usando a catdlise enzimitica.

i.esmo nos solventes Orgénicos praticamente anidros
no entanto, © uso rotineiro de enzimas tem sido dificultado
pela sua tendéncia de formar suspensBes mal definidas que s&
Objecto de problemas de agregamento e acumulacgfo. Esta pro-
priedade torna estas preparac¢les inerentemente nfo atractiva
para processos & escala industrial. Contrariamente, as CLLCS
e as enzimas constituintes da gelosia de cristal, mantép-se

mono~-dispersas em todos esses solventes.

Comparac8o com outros processos de_imobilizac8o

Wumerosas publicag¢Bes dteis de processos de imobi-
lizag8o de enzimas tém aparecido na literatura (ilaugh, T. H.
Science, 223: 474-476 (1984); Tramper, J., Trends in Biote-
chnology 3: 45-50 (1985)). Lestas revistas, a enzima represe]

k]




ta sempre uma pequena fracgdo do volume total da particula
imobilizada, cuja massa é uma substfncia veicular inerte. A
substlncia veicular aumenta a conduta de meio livre entre o
solvente exterior da particula de enzima imobilizada e as 29
nas activas da enzima activando os problemas de difusio (Qui
cho, F. A., e Richards, F. il., Biochemistry 5: 4062-4076
(1967)) .

Numa CLEC, a matriz de cristal reticulado desenvol
ve 0 seu prdprio suporte, eliminando a necessidade duma subg
t8ncia veicular. Como resultado, a concentragdo da enzima nuj
ma CLEC é fechado para o limite de embalagem tebrico que po-
de ser alcangado por moléculas dum dado tamanho, excedendo
grandemente as densidades alcangaveis mesmo em solucles con-
centradas. A CLEC inteira consiste na enzima activa, e porta
0, 2 redugdo relacionada com a difusfo das proporgBes da
reac¢8o enzimdtica normalmente Observada com as enzimas imo-
bilizadas convencionalmente em relagdo ds enziumas em solugdo
¢ minimizada (Ver Figura 1), pois a conduta de meio livre pa
ra o0 substrato e produto entre a enzima e 0 solvente livre
serd grandemente reduzida pelas CLECs (em comparagdo com as
particulas da substlncia veicular enziadtica convencionalmen
te imobilizada). De forma importante, a enzima consbtituinbte
das CLECs & intrinsecamente mono-dispersa, e pode ser recupg
rada por manipulagdes simples das particulas da CLiC, tal co
mo filtrag8o, centrifugacdo ou decantagio do solvente.

EXBIPLO 3

Cristalizagdo, reticulacfo e liofilizacdo da elastase e ava-

[}

liacdo das caracteristicas do produto resultante

Gristali;aqéqlda elastase

tlastase pancredtica liofilizada de suinos (Serva)
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foi dissolvida em acetato de sédio 0,1 il pi 5,0 para uma cop
centracdo de 5 mg/ml (p/v) & temperatura ambiente. Cristais
de elastase sob a forma de varas tornaram-se visiveis ao fim
de 10 minutos de dissolug8o completa da proteina. A soluglo
de cristalizac8o foi transferida para 1% ¢ g cristalizacédo
foi completada durante a noite. Os cristais foram recupera-
dos ©Or centrifugac8o como previamente se descreveu.

Eeticulacdo dos cristais de elasbtase

Un volume de 200 ul de cristais de elastase foi ad
cionado a 1,3 wl duma solugdo de glutaraldeido a 5,77% e ace
tato de sbdio 1,5 i pi 5,0. Os cristais foram reticulados dyl
rante uma hora com agitag8o suave (placa de agitacdo). Apds
a reticulacgdo os cristais foram lavados trés vezes com volu-
me de 15 ml de Iris 0,2 I pi 8,0. A elastase CLEC fol liofi-
lizada com0 descrito no Iixemplo 2.

Actividade enzimdtica da elastase CLEC e sollvel

A actividade catalitica da elastase CLiEC e soldvel
foi ensaiada por espectrofotometria por medicdo da hidrbdlise
do substrato succinil-(Ala)~p-nitroanilida (Bachem) (Bieth,
et al., Biochem. ied. 11: 350-357 (1974)) (Tabela 13 Figura
5). A clivagem foi monitorizada pel0 aumento de absorvincia
a 410 nm. A concenbrac8o inicial do substrato foi de 2 x 10
A concentracdo de enzima foi de 2,8 x 10—7M. A enzima CLEC
ou a sollvel foi adicionadas a um volume reaccional de 5 ml
que compreendia 0 substrato em Tris 0,2 .. pi 8,0. Tal como
descrito aunteriormente a enzima CLEC foi removida a partir
da mistura de reacg¢do antes da medicdo da absorgio.

TABiLA 13 - Actividade de Elastase

Absorvincia a 400 nm
Tempo (min.) CLiC anzima soldvel

12
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TABELA 13 - Actividade de Elastbase

Absorvincia a 400 nm

Tempo (min.) CLEC Enzima soldvel
1 0,0 0,000 0,000
2 0,5 0,103 0,205
3 1,0 0,195 0,290
m 2,0 0,366 0,672
) 3,0 0,523 0,923
6 4,0 0,657 1,098
2 5,0 0,780 1,227
8 6,0 0,888 1,326
9 7,0 0,974 1,393
10 10,0 1,170 1,512
11 15,0 1,365 1,586

Resisténecia & protblise exogena

A avaliag8o da resisténecia de elastase JLIC & accd
da protease foi realizada sob condigBes idénticas as descri-
tas para a termolisina {kxemplo 2). A actividade das enzimasg
CLEC e soltvel, apbs a incubacdo com a protease, foi ensaia-
da por hidrdlise do substrato nitroanilida como acima descri
to (Tabela 14 e Figura 6).

TABETA 14 - Resisténcia de Elastase a Protblise

% Actividade .idxima

Tempo CLES Enzima solivel
1 0,0 100,0 100,0
2 10,0 53,0
3 20,0 32,0
4 30,0 101,0 18,0
5 45,0 11,0




TABELA 14 (Cont.) - Resisténcia de Elastase a Protblise

% Actividade wéxina

Tempo CLEC Enzima sollvel
6 60,0 102,0 8,0
7 120,0 101,0 3,0
8 180,0 10%,0 2,0
2XELPLO 4

Cristalizag8o, reticulacdo e liofilizac8o da esterase e ava-
liac8o das caracteristicas do produto resultante

Cristalizacg8o da esterase

Tal como aqui & revelado, dissolveram-se 30 mg/ml
duma suspensdo de sulfato de ambnia da esterase de figado de
porco (Fluka) em acetato de cdlcio 0,25 ii pd 5,6 & temperaty
ra ambiente. Os cristais esterase foram visiveis alguns mning
tos depois da adigdo da soluglo de acetato de cdlcio. A so0ly
¢80 de cristalizacg8o foi deixada em repouso & teuperatura au
biente e a cristalizagdo fol completada durante a noite. Cs
cristais foram recuperados por centrifugagfo tal como foi ap
teriormente descrito no IExemplo 2.

Reticulacdo dos cristais de esterase

Tal como aqui €& revelado, um volume de 300 ul de
cristais de esterase foram adicionados a 5 ml duma solucdo
de glutaraldeido 12,5% e acetato de sbdio 0,5 i pi 5,5. Os
cristais foram reticulados durante uma hora com agitaco sug
ve (placa de agitacgl@o). Apbds a reticulagdo os cristais foram
lavados trés vezes com volumes de 15 ml de acebato de cllcio
0,5 ¥, pd 6,5, A esterase CLES foi liofilizada tal como se
descreveu acima no cxemplo 2.
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Actividade enzimética das esterases CLLZ e solivel

A actividade catalitica das esterases CLIC e sold-
vel foram ensaiadas espectrofotometricamente por monitoriza-
¢8o da hidr6lise do substrato acetato de p-nitrofenilo (Flukh)
(Tabela 15 e Figura 7). A clivagem foi monitorizada por aume|
to da absorgdo a 400 mm. A concentracdo do substrato inicial
foi de 0,001%. A concentrac8o da enzima foi de 1 x 10_8 we A
enzima CLEC ou a enzima sollGvel foi adicionada a ua volume
reaccional de 5 ml que compreendia 0 substrato de acetato de

cédlcio 0,25 ii pi 6,3. Tal como descrito previamente no iLxem-

1=

plo 2, a enzima CLEC fol removida a partir da mistura de rea
¢8o por cenbrifugagdo antes da medic¢8o da absorgdo.

L8]

Absorvincia a 400 nn

Tempo (min.) CLIC bnzima solivel
1 0,0 0,000 0,0n¢
2 0,5 0,770 0,252
3 1,0 0,128 0,297
n 2,0 0,208 0,337
) 7,0 0,260 0,346
o 5,0 0,324 0,353
7 7,0 0,353 0,359
3 10,0 0,369 0,368

Resisténcia 3 proteblise exbgena

A avaliagdo da resist@ncia da esterase JLiC em re-
lag@o & acgdo da protease foi bambém realizada sob condicBes
idénticas as descritas para a termolisina (lixemplo 2). A act

e

vidade da enzima CLiC e da sollvel, apfs a incubacfo con a
protease, foi ensaiada por hidrblise do substrato de acetato
p-nitrofenilo como acima se descreveu (Tabela 16 e Figura 8)
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TABELA 16 - jesiténcia de Esterase & Protdlise

% Actividade idxima

Tempo (min.) CLiC Enzima soldvel
1 0,0 100,0 100,0
2 10,0 68,0
3 20,0 47,0
4 30,0 99,0 25,0
5 45,0 20,0
6 60,0 97,0 16,0
v 120,0 94,0 10,0
) 180,0 91,0 6,0
EXTPLO 5

Cristalizac8o, reticulagdo ¢ 1iofilizagBo_da lipase e avalis
¢80 _das caracteristicas do produto resultante

Cristalizac8o da lipase

Tal como agui & desvendado, a enzima lipase (Geo-
Grichum candidum) foi cristalizada por difus8o de vapor a

partir duma solugfo aquosa de 20 mg/ml da proteira em Iris
50 i pi 7 compreendendo sulfato de ambnia a 8%. Os crisbtais
bipiramidais tornaram-se visiveis 20 a 3C dias apbs a incubg
G8o a temperatura ambiente. Os cristals foram removidos por
centrifugag¢do, como anteriormente descrito no ixemplo 2.

Keticulacdo d0s cristais de lipase

Tal como aqul se descrsve, Os cristeais de lipase
foram adicionados a uma soluglo de glutaraldeido a 12,5% e
Tris 50 mw pi 5,6. Os cristais foram reticulados durante uma
hora. Apbs a reticulagBo dos cristais foram lavados trés ve-
zes con volumes de 15 ml de Tris 50 mi pi 7,0. A lipase CLiC
foi liofilizada, tal com0 previemente foi descrito no IExempl
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Actividade enzimitica da lipase soldvel e da lipase CLEC

As actividades cataliticas das lipases soldvel e
CLiEC foram ensaiadas por espectrofotometria por monitoriza-
¢80 da hidrblise do substrato acetato de p-nitrofenilo (Tabg|
la 17 e Figura 9). A clivagem foi mornitorizada por aumento
da absorg¢do a 40C nm. A concentracdo 40 substrato inicial fo
de 0,0C5%. A concentracio da enzima foi de 1,5 x 1078 .
e reaccional que compreende O substrato em Tris 0,2 i pH 7,
& temperstura ambiente. Tal como descrito previamente no ixe
plo 2, a enzima CLiC fol removida da mistura de reacc¢do por
centrifugacg8o antes da medigdo da absorgdo.

TAB:LA 17 - Actividade de Lipase

Absorvincia 400 mm

Tempo (min.) CLEC wnzima soldvel
1 0,0 0,000 0,000
2 1,0 0,013 0,021
3 5,0 0,094 0,116
m 10,0 0,164 0,185
5 15,0 0,248 0,258
6 20,0 0,346 0,357
v 45,0 0,407 0,420
8 60,0 0,461 0,459
9 90,0 0,497 0,502
A GiFLO ©

Cristalizag8o, reticulagfo e liofilizac8o da lisozima e ava-

[@)

liag@0 das_caracteristicas do produto resultante

Cristalizac8o da lisozima

oeguindo-se 0 processo de Blake, C. C. F. et al.,
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Tature 196: 1173 (1962) 20C mg de lisozima de clara de ovo
(Boehringer iiannheim) foram dissolvidos em 2,5 ml dum tampfo
de acetato de sbdio 0,C4 i pi 4,7 & bemperatura ambiente. Ap
dissolug8o da proteins, foram adicionados 2,5 ml de cloreto

de sbdio a 109 cuidadosamente gota a gota & solugdo de liso-

&’%;“?

zima com agitag8o. Fermitiu~se que a solugl8io de cristaliza-
¢80 repousasse durante a noite & temperatura ambiente, e a

cristalizac8o foi completada em-48 horas. Os cristais foram
recuperados por centrifugacfo, tal como se descreveu acima

no Ixemplo 2.

Reticulacdo dos cristais de lipase

7al como agqui & .descrito, um volume de 50C ul dos
cristais de lisozima foi adicionado a 10 ml de gluteraldeido
a 24¢ e Tris 50 mli pi 5,6 compreendendo cloreto de sb6dio a
20%. Os cristals foram reticulados durante 20 minutos com
agitag8o suave (placa de agitacg8o). Apbds a reticulaglo og
cristais foram lavados trés vezes com volumes de 5C ml de ac
tato de cllcio 20 mif e cloreto de potdssio 50 mi, pd 5,3. A
lisozima CLEC foi liofilizada, tal com0 previamente foi des—
crito no Exemplo 2.

Actividade enzimltica da lisozima sollvel e da lisozima GLIEJ

As actividades cataliticas das lisozimas soldvel ¢
CLEC foram ensaiadas por medig8o daproporgdo da hidrblise 4o
subgtrato 4-metilumbeliferil-N-acetil-quitriosido (Fluka)
(Yang, 7. e Hamaguchi, K., J. Biochem. &: 1003-1014 {(1980)
(Tabela 18 e Figura 10). A libertagfio de 4-metilumbeliferonsg
foi seguida fluorimetricamente (Ferkin IZlmer i0del ILS-50). A
concentracio do substrato inicial foi de 1,42 x 1072. 4 copd
centreglo da enzima foi de 3 x 1077 k. A enzima CLiC ou a ey
zima solivel foram adicionadas a um volume reaccionsl de 2
ml que compreendia O substrato em acetato de cdlcio 20 mi e




cloreto de potdssio 50 mi, pi 5,3 a 42°C. A quentidade de 4-
~metilumeliferona fol determinada fluorimetricamente por me-
diggéo da intensidade de fluorescéncia a 450 mm com a excita-
¢8o a 360 mm. A espessura estreita para ambas, excitacfo e
emiss@o, foi de 10 nm. Tal como descrito previamente no Zxem
plo 2, a enzima CL&C fol removida da mistura de reaccgfo por
centrifugacédo antes da medic¢8o da fluorescéncia.

TABSLA 18 - Actividade de Lisozima

Fluorescéncia
Teupo (min.) CLEC Enzima soldvel
1 0,000 0,000 0,000
2 10,000 4,400 18,900
3 30,000 10,500 29,400
4 60,000 27,500 42, 800
5 90,000 33,800 51,500
6 120,000 45,900 59,800

Cristalizaglo, reticulagfo e liofilizac8o da asparaginase e

avaliac8o das caracteristicas do produto resultante

Cristalizac8o da asparaginase

om0 uma modificac8o da técnica descrita por Gra-
bner et al. (lMemdéria Descritiva da Patente Americana K2.
5.664.926 (1972) 25 mg de asparaginase liofilizada (Worthin-
gton) foram dissolvidos em 500 ul dum tamp8c de fosfato de
sédio 50 mii, pd 7,2. A solug8o foi arrefecida a 4% e o PE
ajustado para 5,0 com 4cido acético 1 il. Btanol frio (-20°¢)
foi ent8o cuidadosamente adicionado gota a gota & soluglo de
asparaginase para uma concentragfo final de 33%%. A solucfo
foi incubada a 4°G. A cristalizag8o foi completada em 48 hor

8S.




Os cristais foram recuperados por centrifugacgdo, tal como se
descreveu anteriormente.

Reticulac8o dos crigtais de asparaginase

Tal como aqui & desvendado, 0s cristais de aspam
ginase foram reticulados numa colug8o de glutaraldeido a 7,5
num tampdo fosfato de sédio 50 mif pZ 5,6. Apbs a reticulagio
dos cristais foram lavados 5 vezes com volumes de 15 ml de
Pris 50 mi, pH 7,0. A asparaginase CLEC foi liofilizada, tal
comoO previamente foi descrito no Exemplo 2.

Actividade enzindtica da asparaginase solivel e da asparagi-

nase CLLC

As actividades cataliticas das asparaginases sol
vel e CLiEC foram ensaiadas espectrofotometricamente por medi
¢lo da evolugl@io do 180 ambnio na reaccgdo enzimdtica acoplada
abaixo descrita (todos Os reagentes foram fornecidos pela
Boehringer Mannheim) Tabela 19 e Figura 11).

asparaginase
L-asparaging ————m—————————- > asparate + NH4+
glutamato dehidrogenase
Miy+ + UADD + @ cetoglutarate--------- ——————— e ~——

-~ dcido glutfmico + NAD+

A oxidac8o do NADH foi medida pela diminuicHo de
adsorglo a 340 mm. A concentragdo inicial de NADH foi de 1,4
mg/ml. A concentragdo da asparaginase foi de lO—5 . A con~
cenbracéo da alfa cetoglutarato foi de 10"4 #l. A concentracd
do glutamato desidrogenase foi de 1077 i A concentraglo da
asparaginase boi de 2,3 x 1078 1. Tal como descrito previa-
mente no Exemplo 2, a enzima CLEC foi removida da mistura
reaccional por centrifugagdo antes da medic8o da absorvincia

(F=2




Tempo (min.)

1 0,0
2 1,0
3 3,0
4 5,0
5 10,0
6 15,0
7 30,0
3 45,0
Hquivalentes

Os peritos na técnica reconhecerfio ou estarfo aptos a adapta

|l TABZIA 19 - Actividade de Asparaginase

Absorvincia a 340 nm

CLEC inzima soldvel
1,000 1,000
0,867 0,825
0,739 0,084
0,603 0,538
0,502 0,406
0,449 0,338
0,328 0,199
0,211 0,187

usando mais do que a experimentacdo de rotina, muitos equiva
lentes a este material especifico e componentes aqui descri-|

dos. Tais equivalentes embendem-se como0 abrangidos pelo esvi

e

rito das reivindicagles que se seguem.
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REIVINDICACGCOES:

a . < .
1”. Processo para a realizag¢do de processos catalisados

por enzimas com utilizag¢do de cristais reticulados como
forma de imobilizagdo de enzimas para a preparagdo de
produtos seleccionados, caracterizado pelo facto de
compreender

a) combinar-se pelo menos um substrato apropriadamente
escolhido com pelo menos uma enzima que actua sobre o
substrato e estd sob a forma de um cristal da enzima
imobilizado reticulado; e

b) manter-se a combinagdo produzida na operag¢do a) sob
as condigbes apropriadas para a enzima actuar sobre o

substrato e originar o produto pretendido.

28, Processo de acordo com a reivindicacgéao 1,
caracterizado pelo facto de o produto seleccionado ser
escolhido do grupo que consiste em péptidos, lipidos,

moléculas organicas quirais e hidratos de carbono.

a o ~
37, Processo de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo facto de o cristal reticulado de enzima

. o . . -1
imobilizada ter um tamanho aproximadamente igual a 10
mm.

a ) s ) ~

4. Processo de acordo com a reivindica¢éo 1,

caracterizado pelo facto de as condigdes existentes na
fase b) serem prejudiciais para a fungdo eficiente da
enzima que ndo se encontra sob a forma dum cristal de
enzima imobilizada reticulada.

52, Processo de acorda com a reivindicagédo 4,

caracterizado pelo facto de as condigdes de realizagdo da
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fase b) serem escolhidas do grupo gque consiste em
temperatura elevada, pH baixo, pH alto, dissolventes

organicos mistos aquosos/organicos e condigdes quase
anidras.

6%. Processo para a realizagdo de processos catalisados
por enzimas com utilizagdo de cristais reticulados como
forma de imobiliza¢do das enzimas para a preparagdo de
produtos seleccionados, caracterizado pelo facto de
compreender
a) combinar-se dois substratos apropriadamente

escolhidos com pelo menos uma enzima que actua sobre pelo
menos num dos substratos escolhidos e estd sob a forma de
um cristal da enzima imobilizado reticulada; e

b) manter-se a combinag¢8o produzida na operagdo a) sob
as condig¢des apropriadas para a enzima actuar sobre pelo
menos um dos substratos e originar o produto pretendido.
78. Processo de acordo com a reivindicagdo 6,
caracterizado pelo facto de o produto pretendido ser
escolhido do grupo que consiste em péptidos, 1lipidos,

moléculas organicas quirais e hidratos de carbono.

a

8. Processo de acordo com a reivindicacg¢éo 6,
caracterizado pelo facto de o cristal reticulado de enzima
imobilizada ter um tamanho aproximadamente igual a 10“l
mm.

98, Processo de acordo com a reivindicacg¢édo 6,

caracterizado pelo facto de as condi¢des existentes na
fase b) serem prejudiciais para a fung8@o eficiente da
enzima que ndo se encontra sob a forma dum cristal de
enzima imobilizada reticulada.
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109, Processo de acodo com a reivindicagéo 6,
caracterizado pelo facto de as condigdes de realizagdo da
fase b) serem escolhidas do grupo que consiste em
temperatura elevada, pH baixo, pH alto, dissolventes
organicos mistos aquosos/organicos e condi¢des quase
anidras.
11%. Processo catalisado por enzimas para a preparargdo
dum produto seleccionado no seio dum dissolvente organico,
caracterizado pelo facto de compreender

a) combinar-se pelo menos um substrato apropriadamente
escolhido; com pelo menos uma enzima que actua sobre o
substrato e estéd sob a forma de um cristal da enzima
imobilizado reticulada; e com o dissolvente organico; e

b) manter-se a combinag&o produzida na opera¢do a) sob
as condigdes apropriadas para a enzima actuar sobre o

substrato e originar o produto pretendido.

12%. Processo catalisado por enzimas para a preparagido de
um produto seleccionado, caracterizado pelo facto de
compreender combinar-se um substrato apropriadamente
escolhido com um cristal de enzima imobilizado reticulado
que actua sobre o substrato apropriadamente escolhido, em
condig®es apropriadas para os cristrais de enzima
imobilizada reticulada actuarem sobre o substrato
apropriadamente escolhido, alterando-o e originar o
produto pretendido.

13%. Processo para a preparagdo de éster de l-metilo de N-
L- —-—aspartil-L-fenilalanina (aspartame), caracterizado
pelo facto de compreender as operagdes que consistem em:

a) combinar-se os dois péptidos com cristais de
termolisina imobilizada reticulados, tendo um dos péptidos
a férmula ‘
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Z~L-Asp
e tendo o segundo péptido a férmula
DL-Phe-OMe

sob condigdes apropriadas para a condensagdo dos dois

péptidos por meio de cristais de enzima imobilizada
reticulada, originando um dipéptido parcialmente protegido
da férmula

Z~L-Asp-L-Phe-OMe
na qual
Z representa um grupo benziloxi e

b) eliminar-se o grupo benziloxicarbonilo e obter-se
aspartame.

14%. Processo para imobilizar uma enzima e reter a sua
actividade, caracterizado pelo facto de se empregar a
enzima como um cristal e se reticular o cristal de maneira
a obter-se um cristal de enzima imobilizada reticulado com

um tamanho aproximadamente igual a 107t mm.

152, Processo de acordo com a vreivindicagdo 14,
caracterizado pelo facto de os critais de enzimas serem
escolhidos de termolisina, lipases, elastases,
esterases,lisdézimas e asparaginase.

16%. Processo de acordo com a reivindicagdo 14,
caracterizado pelo facto de adicionalmente compreender a
liofiliza¢8o dos cristais imobilizados reticulados.

17%.  Processo de acordo com a reivindicag¢do 16,
caracterizado pelo facto de a enzima ser escolhida do
grupo que consiste em termolisina, lipases, estarases,
elastases, lisézimas e asparaginase.

a . - .
18~. Processo para imobilizar a termolisina e reter a sua
actividade, caracterizado pelo facto de se empregar
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cristais de termolisina e se reticular os cristais de

termolisina, de forma a obter cristais de termolisina

imobilisados e reticulados com um tamanho aproximadamente
1

igual a 10 ~ mm.

a Coa =
19-. Processo de acordo com a reivindica¢do 18,
caracterizado pelo facto de compreender adicionalmente a
liofilizacédo dos cristais de enzima imobilizados
reticulados produzidos.

20°. Dispositivo que compreende uma enzima sob a forma de
cristais de enzima imobilizados reticulados e meios de
retengdo para os cristais de enzima imobilizados
reticulados, caracterizado pelo facto de os meios de
retengdo permitirem o contacto entre os cristals de enzima
imobilizados reticulados e um substrato sobre o qual a
enzima actua, estando o substrato presente num fluido.
219. Dispositivo biossensor para detectar a presenga dum
produto de interesse a analisar num fluido, caracterizado
pelo facto de compreender

a) um conjunto de cristais de enzima imobilizados
reticulados, em que a enzima presente actua sobre o
produto de interesse a analisar ou sobre um reagente duma
reacgdo em gque o produto de interesse a analisar
participa; e

b) meios de retengdo para os cristais de enzima
imobilizados reticulados que permitem o contacto entre os
cristais de enzima imobilizados reticulados e um fluido
que contém:

1) o produto que se pretende analisar sobre o qual a
enzima actua, encontrando-se o referido produto no seio de
um fluido; ou

2) um reagente duma reacgdo em que o produto a
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analisar participa, encontrando-se o mencionado reagente

presente no fluido.

a . . . a4 =
227. Dispositivo biossensor de acordo com a reivindicagdo
21, caracterizado pelo facto de compreender ainda meios

detectores.

238, Dispositivo biossensor, de acordo com a reivindicagdo
21, caracterizado pelo facto de ser apropriado para
detectar a presenga dum produto escolhido do grupo que
consiste em glucose, creatinina, ureia, lactato, glucose-
6-fosfato, sacarose, trisfosfato de adenosina (ATP),
etanol, &cido acético, 4dcido férmico, colesterol, &cido
urico, @&cido N-{4~[[(2,4-diamino-6--pteridinil)-metil]-
metilamino]-benzoil}-L-glutamico ("metotrexato"), didxido
de carbono, aminodcidos, fosfatos, penicilina, nitratos,
nitritos, sulfatos e succinato.
247, Dispositivo biossensor para detectar a presenga dum
produto que interessa analisar num fluido, caracterizado
pelo facto de compreender
a) éristais de luciferase imobilizados reticulados, que
actuam sobre o produto a analisar ou sobre um produto de
uma reac¢do em que ele participa; e
b) meios de retengdo para os cristais de luciferase
imobilizados reticulados que permitem o contacto entre os
cristais de luciferase imobilizados reticulados e um
fluido que contém
1) o produto a analisar sobre o qual a luciferase
actua ou
2) o produto duma reacgdo em que o referido produto a
analisar participa.




259, Dispositivo extracorporal para modificar o teor de um
componente dum fluido corporal, caracterizado pelo facto
de compreender
a) cristais de enzima imobilizados reticulados que
actuam sobre o referido componente ou sobre um reagente
duma reac¢do em que esse componente participa; e
b) meios de retengdo para os cristais de enzima
imobilizados reticulados que permitem o contacto entre os
referidos cristais de enzima imobilizados e
1) o componente existente no fluido sobre o qual o
enzima actua ou
2) o produto de uma reacgdo em que o compoente
participa e se encontra presente no fluido.

26°. Dispositivo extracorporal de acordo com a
reivindicagdo 25, caracterizado pelo facto de o
componente do fluido cujo teor se pretende modificar ser
escolhido do grupo que consiste em asparagina, heparina,
bilirrubina, metotrexato, aminodcidos, ureia e amoniaco.

279. Dispositivo Util para a obtengdo dum produto
escolhido, caracterizado pelo facto de compreender uma
enzima sob a forma de cristal de enzima imobilizado
reticulado e meios de retengdo dos cristais de enzima

imobilizados reticulados.

Lisboa, 2 de Agosto de 1991

O Agente Oficial da propriedade Industrial

/Mh(c/am

AméricodaSilva Carvalho
Agenta Oficinl de Proprisdade.- lnddstrial
Rua Marquds de Frontsira, N.2127 - 2.0

1000LISBOA Tels.3877373-3877463
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