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BIOCATALYSIS IN AQUO-RESTRICTED MEDIA: FUNDAMENTS AND APPLICATIONS IN
ANALYTICAL CHEMISTRY. The ability of enzymes to function in aquo-restricted media (com-
monly reported as non-aqueous media) has greatly enlarged the applications in numerous fields. The
development of biosensors was also benefited with this area, expanding their applications toward
many previously inaccessible analytes, enlarging significantly the scope of applications. In this re-
view, some basic factors that influence biocatalytical reactions in aquo-restricted media is discussed.
Attention is focused on the development, advantages and analytical applications of biosensors in
non-aqueous media. Recent examples and relevant applications of their use are presented.
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INTRODUCAO

Na dltima década, os conceitos relativos as reagdes enzima-
ticas mudaram drasticamente. Embora a constatagéo que certas
enzimas apresentam atividade catalitica em meio organico date
do inicio do século, foi a partir dos anos 80 que as macromo-
léculas biolégicas passaram a ser vastamente utilizadas em
outros meios que ndo o aquoso. Dentre as numerosas aplica-
¢oes de reagdes enziméticas em meio orginico, destacam-se a
sintese de produtos de interesse nas dreas clinica, nutricional,
ambiental, industrial e biotecnol6gica. Paralelamente, a utiliza-
¢do de biossensores em meio ndo aquoso também levou a no-
vas aplicagdes, tornando possivel trabalhar em meios até entdo
inexplorados ou analisar espécies de cardter hidrofébico, entre
outras vantagens. A seguir serdo apresentados vdrios aspectos
de importancia no controle da atividade enzimdtica em solven-
tes organicos, bem como diversas aplica¢Ges analiticas envol-
vendo reagdes enzimiticas em meio ndo aquoso.

REAGOES ENZIMATICAS EM MEIO AQUOSO

A utilizag3o de reagdes enzimdticas pelo homem se confun-
de com os primérdios da civilizacdo. Inicialmente esta utiliza-
¢ao ocorreu exclusivamente de forma doméstica, para mais
recentemente tornar-se de grande importincia em uma vasta
gama de aplicagdes industriais.

Nas ultimas décadas, a extraordindria seletividade de subs-
tratos (incluindo quimio-, régio- e enantio-especificidade), pas-
sou a ser explorada de forma cada vez mais intensa. A capaci-
dade das enzimas de catalisar reacdes em meio aquoso, em
condi¢bes moderadas de temperatura e de pressdo, reduzem a
possibilidade de danos a analitos termossensiveis ¢ minimizam,
também, os efeitos de corrosdo em alguns processos quimicos.
Em contrapartida, a aplicacdo eficaz de enzimas tem sido res-
trita devido a uma série de limitagdes, particularmente aquelas
referentes a sua estabilidade operacional (essencial para uso
por longos periodos ou para procedimentos automatizados) e,
em muitos casos, a pouca solubilidade dos analitos.

Para eliminar esses efeitos desfavordveis, algumas estraté-
gias tém sido investigadas. A mais antiga ¢ a via sintética’ que
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utiliza técnicas da quimica orginica buscando a sintese de
catalisadores com atividades similares a de enzimas. Recente-
mente, foi demonstrado que técnicas de engenharia de protei-
nas podem promover a formagio de ligagSes intramoleculares
estrategicamente posicionadas, a modificagdo da polaridade ou,
ainda, a alteracdo da densidade de carga na superficie da pro-
tefna®?, produzindo biocatalisadores robustos capazes de man-
terem a atividade catalftica mesmo em condigdes pouco favo-
rdveis. Outra abordagem tem sido a utilizagdo de procedimen-
tos para a imobilizagdo (insolubilizagdo) das enzimas, prefe-
rencialmente, através de ligagdes covalentes (op¢do de um ou
virios pontos de ligagdo) Neste caso, ligagGes miiltiplas origi-
nam prepara¢des mais estdveis, entretanto com menor flexibi-
lidade espacial das enzimas, resultando geralmente em decrés-
cimo de atividade.

Esses métodos de imobilizagdo estdo disseminados tanto em
aplicagdes industriais como em sistemas de anélise. Exemplos
de aplicagdes analiticas envolvendo enzimas imobilizadas sio
0s biossensores, 0s reatores para anélises cromatogréficas ou
em sistemas de andlise por injecdo em fluxo, cabendo ainda
destacar aplicagdes envolvendo kits para titulagGes e para
imunoensaios. Contudo, os procedimentos de imobilizagdo,
normalmente, s3o laboriosos e bastante demorados além de
acarretarem limita¢Ges difusionais e ainda custos adicionais.
As principais vantagens advindas da aplicagdo de enzimas
imobilizadas*> sdo mostradas na Tabela 1.

Uma outra possibilidade, para reduzir as limitagdes da esta-
bilidade, é o emprego direto de enzimas naturais de organis-
mos extreméfilos que sdo bastante estdveis as “intempéries”
ambientais®’ em seu meio natural.

Com respeito as restri¢des de solubilidade do analito, os
recursos mais utilizados s@o a adigdo de um solvente miscivel
ou de um surfactante no meio onde ocorrerd a reagio. Fre-
qiientemente, o emprego desses aditivos pode provocar dimi-
nui¢do da atividade enzimatica.

Os métodos enzimiticos convencionais tém sido emprega-
dos em meio aquoso principalmente devido a idéia preconcebi-
da de que este € um bom ambiente para a manutengio da con-
formacdo estrutural da enzima cataliticamente ativa. Essa no-
¢d0 ndo € completamente verdadeira. Muitas enzimas (ou com-
plexos multienzimaticos) tais como lipases, esterases, desidro-
genases ¢ aquelas responsiveis pelo metabolismo xenobiético,
sdo cataliticamente ativas em ambientes hidrofébicos naturais®
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Tabela 1. Vantagens da utilizagio de enzimas imobilizadas.

- As enzimas podem ser reutilizadas

- Os processos quimicos podem ser continuamente operados
€ prontamente controlados

- Os produtos podem ser facilmente separados

- Os problemas de efluentes e manipulagio de materiais sdo
minimizados

- Em alguns casos, as propriedades enziméticas (atividade
¢ estabilidade operacionais) podem ser alteradas

- As enzimas podem ser facilmente combinadas com vérios
transdutores

- A reprodutibilidade do procedimento analitico pode ser
aumentada

- Facilidade de constru¢do de transdutores enziméticos

com eficiéncia similar aquela em solugdes aquosas, ou em cer-
tos casos, até superior. Em sentido estrito, podem ser conside-
rados como ambientes ndo-aquosos os solventes organicos®'?,
os fluidos supercriticos'®, os gases'®, os substratos liquidos ou

misturas eutéticas de substratos livres de solvente!S.

Reagdes enzimaticas em meios aquo-restritos

A catilise enzimitica em meio orginico possui uma enorme
potencialidade para aplicacGes em sintese orginica (separagio
de 4lcoois ou 4cidos racémicos!®!?, sintese de peptl’deoslg), na
inddstria (sintese de asgartamelg, interesterificagio regiossele-
tiva de 6leos e gorduras®®) e particularmente, na (bio)analitica®'.

Apesar do reconhecimento desses beneficios, o nimero de
trabalhos onde enzimas tém sido utilizadas para propdsitos
analiticos em meio ndo-aquoso €, ainda, bastante limitado,
quando comparado com a profusdo de monografias produzida
em fase aquosa. As principais razdes listadas por Braco® que

podem justificar esse desequilibrio no uso de meios aquosos e
ndo-aquosos em métodos analfticos mediados por enzimas sdo:

a) o comportamento de inimeras enzimas em ambientes aquo-
restritos ainda permanece inexplorado;

b) muitas amostras reais sdo aquosas ou encontram-se em meio
aquoso o que implica, muitas vezes, ou numa particio ine-
ficiente ou no acréscimo de uma etapa no processo para a
extracdo do analito de interesse na fase orgénica;

¢) os fundamentos da enzimologia em meios ndo-aquosos fo-
ram estabelecidos muito recentemente;

d) o uso de solventes orgainicos pode, muitas vezes, colocar
em risco a saide do analista (por serem téxicos, inflamé-
veis e/ou explosivos) além de poderem acarretar problemas
ambientais. A esse respeito, a possibilidade do emprego de
solventes ndo-téxicos, biocompativeis com os lipideos em
aplicagdes analiticas tem sido amplamente explorada23.

Indmeras pesquisas tém demonstrado as vantagens da bio-
catdlise em meios aquo-restritos, oferecendo uma oportunidade
fmpar para o desenvolvimento de novas tecnologias e de bios-
sensores na determinagdo de importantes analitos (insoldveis
em 4gua) e de matrizes de amostras hidrofébicas. Na Tabela 2
sdo apresentadas as principais vantagens da realizagdo de rea-
¢Oes enzimdticas em meios aquo-restritos.

A introdugio de biossensores eletroquimicos, em meios ndo-
aquosos, tem encontrado variadas aplicagdes no processamento
industrial e em testes de controle de qualidade. Quando utilizados
em sistemas de andlise por injecdo em fluxo, propriedades tais
como velocidade, portabilidade e simplicidade de andlise sdo
conseguidas. Neste contexto, o desenvolvimento de novos bios-
sensores amperométricos em meios nio-aquosos deve ser explo-
rado em profundidade por quimicos, bioquimicos e engenheiros.

A seguir, serdo discutidos de forma concisa, os principios
béasicos do comportamento das macromoléculas biolégicas (en-
zimas, anticorpos, anticorpos cataliticos) e receptores abiGticos
em ambientes nio-aquosos (fungdo da dgua, critérios para a
selecdo do solvente, efeitos de memdria, estabilidade térmica,

Tabela 2. Vantagens da realizagdo da biocatilise em meios aquo-restritos.

SOLVENTES ORGANICOS

- Catélise eficiente pode ser alcangada com substratos (ndo polares) pouco soliiveis em 4gua; estas modificagdes induzidas pelo
solvente na eficiéncia enzimética ou especificidade de substrato pode, potencialmente, aumentar o limite de detecgdo
por modificages aparentes na constante de Michaelis-Menten

- Reagbes indesejdveis bem como inibi¢do do substrato ou do produto podem ser reduzidas

- A estabilidade térmica das enzimas é aumentada acarretando a ampliagdo do intervalo operacional da temperatura e a

sua vida util

- A imobilizagdo é freqiientemente desnecessiria porque enzimas sdo insoliiveis nestes meios
- Se a imobilizagdo é desejada, a adsor¢do da enzima em superficies ndo porosas € satisfatéria

- A contaminag2o microbiana € eliminada

- A recuperagdo e a reutilizacdo da enzima ficam mais ficeis

FASE GASOSA

- Imobilizagdo ndo € necessaria ou muito simplificada visto que o biocatalisador encontra-se em fase sélida. Reatores em
batelada ou continuos podem ser usados e a recuperagdo do biocatalisador é bastante facilitada

- A adigdo de solventes € evitada e a producdo de produtos secunddrios é, assim, muito limitada facilitando a separacdo e a
purificacdo durante o processamento podendo, portanto, melhorar a produtividade

- A transferéncia de massa na fase gasosa é freqiientemente mais eficiente do que em solugdo. Assim, as reagdes sdo menos

afetadas por problemas difusionais

- Produtos voldteis, téxicos ou inibidores podem ser removidos continuamente

FLUIDOS SUPERCRITICOS (FSC)

- Reagdes de sintese nas quais a 4gua € um produto indesejdvel podem ser evitadas
- As solubilidades dos materiais hidrofébicos sao relativamente incrementadas
- A termoestabilidade das biomoléculas em FSC € superior do que em dgua

- O solvente pode ser prontamente reciclado

- Reagdes bioquimicas e separagdes podem ser integradas em uma tinica etapa
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alteragdo da especificidade enzimética, influéncia do pH). Apli-
cagdes correntes e perspectivas futuras de biossensores em fase
orginica também serdo abordados.

Fatores que controlam a atividade enzimdtica em
solventes organicos

Agua

As propriedades solventes da 4gua resultam das forgas atra-
tivas fortes (as pontes de hidrogénio) que existem entre as suas
moléculas. A molécula de dgua e seus produtos de ionizagdo,
H* e OH", influenciam profundamente a estrutura, a automon-
tagem e as propriedades das enzimas. As biomoléculas polares
dissolvem-se facilmente na dgua (hidrofilicas) porque elas po-
dem substituir as intera¢des moleculares dgua-igua, energeti-
camente favordveis, por interagdes do tipo pontes de hidrogé-
nio e eletrostéticas, ainda mais favordveis, no sistema dgua-
soluto. A variagdo da entalpia (AH) pela dissolugdo desses
solutos €, geralmente, pequena. Diferentemente, moléculas nédo-
polares interferem com as interagbes 4dgua-4dgua e sdo muito
pouco soliveis na mesma dgua (hidrofébicas). Estas moléculas
ndo-polares tendem, quando em solugdo aquosa, a agregarem-
se de forma a minimizar os efeitos energeticamente desfavora-
veis provocados pela sua presenca.

Biomoléculas como as enzimas s3o anfipdticas, possuindo
regides superficiais polares (ou carregadas) e ndo-polares. Em
um ambiente aquoso, essas duas regides da molécula experi-
mentam tendéncias conflitantes; a regiio hidrofilica interage
favoravelmente com a dgua enquanto a regifio hidrofébica tem
a tendéncia de evitar o contato com a 4gua (Figura 1A). As-
sim, os residuos de aminoécidos hidrofébicos das enzimas agre-
gam-se para apresentar a menor drea hidrofébica possivel a
dgua (ficam confinados no interior da molécula protéica) e as
regides polares sdo arranjadas para maximizar as interacdes
com o solvente aquoso (Figuras 1B e 1C).

Figura 1. Etapas de formacdo de micelas: (A) Representa¢do da extre-
midade hidrofilica (a) e da regido hidrofébica (b), envolta por camada
de moléculas de dgua altamente ordenadas de uma biomolécula; (B)
Ordenagdo das moléculas com consegiiente diminui¢do do nimero de
moléculas de dgua; (C) Formagdo da micela com eliminagdo de dgua.

Quando a 4gua é substituida por um solvente organico, altera-
¢des na conformagio nativa da enzima podem ocorrer tanto na
estrutura tercidria como nas mais proeminentes estruturas secun-
dérias (a a-hélice e a conformagio PB) acarretando, desta maneira,
a sua desestabilizacdo. Com o objetivo de assegurar uma confor-
magfo enzimdtica cataliticamente ativa em meio organico, a mo-
lécula da enzima deve ter uma camada de hidratagiio definida®*?3,
separando o solvente do contato com a superficie da protefna e
contribuindo para o aumento da sua flexibilidade interna.

Quando 4gua € adicionada a um sistema enzimético ndo-aquo-
so, ela € distribuida entre solvente, enzima, substrato € suporte
(se presente). A quantidade de dgua ligada as moléculas de
enzima é fundamental para a atividade catalitica em meio nio
aquoso. A explicagdo mais provéavel para isso advém do fato da
dgua aumentar a mobilidade e a flexibilidade dos sitios ativos e,

concomitantemente, a polariza¢do da estrutura protéica.
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Numerosas discussdes e trabalhos®®?® tém sido dedicados
para determinar a quantidade adequada de 4gua para a ativida-
de enzimdtica em meio orgénico. Zaks e Klibanov?’ examina-
ram trés modelos de enzimas - polifencloxidase, dlcool desi-
drogenase e dlcool oxidase - em solventes de hidrofobicidades
e conteddos de 4gua diferentes. Eles mostraram que a ativida-
de enzimdtica estava relacionada & quantidade de 4gua ligada a
proteina e ndo a concentragdo de 4gua nos solventes orgéanicos.
A d4gua ligada aquelas enzimas em solventes organicos nado
formaria uma camada de 4gua verdadeira mas, de preferéncia,
uns poucos “clusters”, provavelmente, em torno de regides
carregadas e polares da superficie enzimatica. Os resultados
desse estudo foram re-interpretados em termos de atividade de
dgua por Halling®®, confirmando que a atividade enzimética
6tima estd relacionada com a atividade de 4gua, independente
do solvente usado. Este mesmo autor® tem proposto que a
atividade termodindmica da dgua € um parametro que deve ser
usado para quantificar o nivel de dgua associado com a enzima.
A 4gua, dessa maneira, é requerida, unicamente, para a fungio
catalitica das enzimas em solventes organicos, contribuindo
para a formagdo de todas as ligagcdes ndo covalentes e pontes
de hidrogénio da estrutura protéica.

A quantidade de 4gua necessdria para catdlise depende das
caracteristicas de cada enzima. Lipases sdo altamente ativas
quando poucas moléculas de 4gua estdo associadas com a molé-
cula protéica®' 3. Subtilisina e a-quimotripsina necessitam me-
nos de 50 moléculas de 4gua por molécula de enzima para exi-
bir sua atividade minima®’. Alcool oxidase, dlcool desidrogena-
se e polifenoloxidase, entretanto, sdo unicamente ativas quando
um elevado nimero de moléculas de dgua (3,5 x 107) estdo liga-
das com a molécula de enzima formando uma monocamada 4,

Agua fortemente ligada pode ser encontrada em preparagdes
enzimdticas desidratadas por liofilizagdo em niveis tdo baixo
quanto 0,01%. Wehtje et al.3® utilizaram a a-quimotripsina em
acetato de etila com diferentes concentragdes de dgua e verifica-
ram grandes modificacSes na atividade catalitica desta enzima.
H4 um aumento da velocidade de reagdo com o incremento do
grau de hidratagdio da enzima até atingir uma condigdo 6tima
(Figura 2). Isso, provavelmente, se deve ao aumento da flexibi-
lidade interna da molécula de enzima. Um aumento acima des-
tes valores resultou na diminui¢do da atividade enzimética. Nes-
se caso, a 4gua atuaria como um substrato na reagdo enzimética
especialmente em reagdes hidroliticas, produzindo reagdes se-
cunddrias e diminuindo o rendimento do processo qufmico.
Outros autores**7 tém comprovado que a 4gua estd envolvida
em muitos processos de inativagdo enzimética propiciada pela
agregacdo da enzima devido as reagSes de transmidagdo e for-
magdo intermolecular de pontes de dissulfeto.

0,03

0,02 p

0,01 p

ATIVIDADE (pM / min / mg)

o 2
0 5 10
AGUA ADICIONADA / % (viv)

Figura 2. Atividade catalitica da a-quimotripsina em acetato de etila
em diferentes concentragbes de dgua. A enzima foi depositada sobre
Chromosorb W/AW e catalisou a esterificacdo do N-acetil-1-fenilala-
nina com etanol®,

231



Existe um consenso de que as enzimas sdo mais termoestéa-
veis em meios com baixo contetido de 4gua do que em solu-
¢oes aquosas. Isto pode ser explicado pelo aumento da rigidez
€ pelos processos covalentes envolvidos na inativagdo irrever-
sivel, tais como deamidagdo, hidr6lise de peptideos e decom-
posicdo da cistina, que necessitam de dgua. Estes processos
sdo extremamente lentos em meios de baixa concentragdo de
dgua. O aumento da termoestabilidade tem sido mostrado para
lipase do pancreas de sufnos'®, a-quimortripsina®’, ribonuclease,
a-quimotripsina, lisozima® e tirosinase™,

Embora a presenga de dgua ligada seja uma condigdo neces-
sdria para a retengdo da atividade catalitica e estabilidade em
meios nio-aquosos, al%uns estudos tém demonstrado que as
enzimas eritrocupreina®, xantina oxidase®®, lipase pancredti-
ca®! e subtilisina® retém sua atividade catalitica em solventes
organicos verdadeiramente anidros (dimetilsulf6xido, formami-
da, piridina ou dimetilformamida). Os mecanismos moleculares
que protegem a conformagfo dessas enzimas e as suas propri-
edades cataliticas nesses solventes organicos ainda permane-
cem obscuros.

Além dessas propriedades naturais, a modificagdo quimica
pode reduzir a quantidade de dgua requerida por uma enzima
tornando-a, desta maneira, mais hidrofébica. Esta sugestao foi
comprovada pelo aumento na atividade da peroxidase apés
deglicosilagio ou modificagio benzil- e poli-(etileno glicol)*3.

Solvente

As modificagcdes no sistema biocatalitico somente afetardo
o biocatalisador quando estas ocorrerem nas proximidades
moleculares da enzima. Quando se dissolve um solvente orga-
nico imiscivel em 4gua (sistema bifdsico liquido-liquido) a
concentragéo do solvente é varidvel e depende de sua solubili-
dade em 4gua. Isto significa que o biocatalisador, nesses siste-
mas, nao experimenta uma concentragdo do solvente que exce-
da a solubilidade deste na fase aquosa. Dessa maneira, o bio-
catalisador estard exposto na interface do sistema liquido-li-
quido o qual poder ser nocivo para ele*.

Para solventes misciveis ndo h4 limite de solubilidade do
solvente na fase aquosa e qualquer concentragio deste pode
ser obtida nestes sistemas. Tem sido mostrado que hd um
valor limite para a concentragio do solvente orginico onde se
inicia a inativagdo (ver Tabela 3)*4¢, Tem sido demonstrado
quantitativamente, que solventes ndo polares nio sdo sufici-
entemente soliiveis em 4gua para alcancgar a concentragfo li-
mite de inativagio®’.

Os efeitos do solvente sobre a velocidade de reagzo da catilise
enzimdtica em sistemas de uma ou duas fases podem ser diretos
ou indiretos*®, Os efeitos indiretos compreendem a partigio de
reagentes e de produtos, a alteragdo do equilibrio quimico e mais
a transferéncia de massa em sistemas de duas fases. Os efeitos
diretos sdo responsdveis pela reducdo da atividade e pela
inativacdo (desestabilizacdo) da enzima através de dois mecanis-
mos: primeiramente, pela interac@o solvente-enzima que altera a
conformagdo nativa da enzima devido a penetragdo do solvente
no Amago hidréfobo da proteina provocando a quebra das liga-
¢bes de hidrogénio e das interagdes hidrofébicas?.

Uma excegdo, seria a estabilizagdo conformacional adquiri-
da pela enzima em meios ndo-aquosos, através do “efeito gai-
ola”. Neste caso, as moléculas das enzimas, no interior da pro-
tefna, estariam firmemente espremidas pelas moléculas ao seu
redor*® & semelhanga das enzimas imobilizadas.

Outra maneira na qual os solventes afetam a atividade & por
interagdo direta com a 4gua essencial em torno da molécula
enzimdtica®!. Solventes altamente polares sdo capazes de ab-
sorver dgua avidamente e retirar a camada de hidratagdo da
enzima, provocando a perda das propriedades cataliticas por
inativacdo ou desnaturagdo. Reciprocamente, os solventes
hidrofébicos por serem menos capazes de arrastar “para fora”
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Tabela 3. Dependéncia da atividade catalitica relativa das en-
zimas dissolvidas com a concentragdo de solventes organicos
em misturas bindrias.

Enzima Solvente (vol %) Atividade relativa (%)*
Acetona
0 100
Lacase 15 100
20 50
30 <10
Acetonitrila
0 100
Tripsina 40 100
50 50
60 <10
Etanol
0 100
a-quimotripsina 30 100
36 50
>45 >10

a- expressa em termos de velocidade méxima. Fontes: Mozhaev
et al. (45); Kmhmelnitsky et al. (46).

ou deformar a camada de hidratagio podem apenas afetar par-
cialmente a atividade catalitica.

E importante frisar que ha exce({(‘)es notdveis. A’ xantina
oxidase®™, a lipase pancredtica sufna*' e a subtilisina*? mantém
suas propriedades cataliticas tanto em solventes organicos como
em meio aquoso. Uma possivel explicagdo para este fato € que
essas enzimas sdo capazes de reter sua camada de hidratagdo
tdo fortemente que mesmo solventes hidrofilicos ndo conse-
guem retirar a 4gua.

Muitas maneiras diferentes tém sido descritas na literatura
para quantificar a hidrofobicidade®?. Os mais importantes indi-
cadores de hidrofobicidade s@o citados na Tabela 4.

Tabela 4. Indicadores de hidrofobicidade.

& : pardmetro de solubilidade de Hildebrand
ET : solvatocromismo de corante

€ : constante dielétrica

M : momento dipolar

Log P : logaritmo do coeficiente de partigdo

Laane et al.’3 discutiram amplamente os parimetros da Ta-
bela 4 e concluiram que o Log P apresentava a melhor corre-
lagdo com a atividade enzimética. Desta maneira, o Log P,
definido como o logaritmo do coeficiente de partigio em um
sistema bifdsico padrdo octanol/dgua foi introduzido como uma
medida quantitativa da polaridade do solvente.

Para moléculas simples, os valores do Log P sdo conheci-
dos ou podem ser calculados das constantes fragmentais
hidrof6bicas (hydrophobic fragmental constants - Afc) de
Rekker e Kort™. Estes valores foram obtidos por comparagio
dos valores de Log P de uma série de compostos homélogos
determinados experimentalmente. Os compostos organicos mais
comuns e seus respectivos Log P estdo listados na Tabela 5.
Pela adi¢iio do Afc préprio, o Log P pode ser calculado para
qualquer composto relativamente simples.

Para exemplificar, o Log P do pentanol (CH; (CH;)4OH) é:
1 xCH3+ 4xCH, +1xO0OH=1x0,701 + 4 x 0,519 + (-
1,595) = 1,182, que € um valor préximo ao determinado expe-
rimentalmente, 1,30. Deve-se notar que para estruturas
conjugadas os cdlculos sdo mais elaborados, pois corre¢Ses sdo
necessdrias para produzir o valor Log P adequado. Geralmente,
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Tabela 5. Valores do Log P para alguns solventes orgénicos.

Solvente Log P Solvente Log P
Dimetil sulféxido -1,30 Acido benzéico 1,90
Dioxano -1,10 Fter dipropilico 1,90
Metanol -0,76 Clorof6rmio 2,00
Acetonitrila -0,33 Benzeno 2,00
Etanol -0,24 Heptanol 2,40
Acetona -0,23 Tolueno 2,50
Acetato de metila 0,16 Estireno 3,00
Propanol 0,28 Xileno 3,10
Tetrahidrofurano 0,49 Hexano 3,50
Butanol 0,80 Decanol 4,00
Eter dietilico 0,85 Heptano 4,00
Cicloexanona 0,96 Octano 4,50
Hexanona 1,30 Dodecanol 5,00
Pentanol 1,30 Ftalato de dibutil 5,00
Fenol 1,50 Undecano 6,10
Cicloexanol 1,50 Tetradecano 7,60
Trietilamina 1,60 Hexadecano 8,80
Hexanol 1,80 Oleato de butila 9,80

Fonte: Laane et al’.

para estruturas mais complexas, o Log P é determinado pela
medida da concentragdo no equilibrio do soluto em ambas as
fases, por técnicas convencionais.

H4 poucos casos de desvios mais acentuados entre os valo-
res calculados e os preditos: pentanol, 1,56 comparado com
1,3; ciclohexanol 1,23% comparado com 1,5; acetato de benzila,
1,96° comparado com 1,6; CCly, 2,72°¢ comparado com 3,0 e
pentano, 3,31 comparado com 3,0. Algumas dessas diferen-
¢as podem refletir erros nas medidas. Em compensacdo, boa
concordancia tém sido conseguida para numerosos solventes.

Baseado nestes resultados, o Log P foi introduzido como
uma medida quantitativa da polaridade do solvente’>Y. Geral-
mente, a atividade enzimética € baixa em solventes relativa-
mente hidrofilicos, que apresentam Log P < 2, € moderada em
solventes tendo Log P entre 2 e 4 e é alta em solventes
apolares, onde Log P > 4 (ver Tabela 5).

Outro fator a ser considerado para a selegdo do solvente é a
solubilidade do substrato € do produto nos meios*®. Por ex.,
agticares sdo sollveis apenas em solventes hidrofilicos (misci-
veis com a 4gua) tais como piridina (Log P = 0,71) ou dime-
tilformamida (Log P = -1,0). O uso de solventes imisciveis
com a 4gua € invidvel para a catdlise enzimética, pois nio
ocorre nenhuma interag@o entre o aglcar insoldvel ¢ a enzima
também insoliivel. De modo similar, compatibilidade dos pro-
dutos da reagdo enzimdatica com o solvente € crucial. Produtos
polares tendem a permanecer na camada de dgua em torno da
enzima e isto causard inibicdo ou reagdes secundérias indese-
jéveis. Esta situacdo foi encontrada na catilise de fenédis pela
polifenoloxidase em hexano!! (Log P = 3,50) e na oxidagio do
4lcool benzilico pela dlcool oxidase, também em hexano”’. No
primeiro caso, os produtos polares gerados (o-quinonas) sdo
insoliveis em hexano e rapidamente se polimerizam no ambi-
ente aquoso préximo a enzima, provocando a sua inativagao.
Em um solvente mais polar como o cloroférmio (Log P = 2,0),
os produtos se distribuem por todo o solvente e ndo inativam
a enzima!!'®,

Apesar da ampla utilizagdo do Log P como paridmetro para
ser relacionado com a atividade enzimadtica, algumas discrepan-
cias tém sido relatadas®!%2, Reslow et al.®*, mostraram que a
inclusdo do parametro solubilidade de Hildebrand (8) em 4dgua
ajudava na relagdo solvente orginico/atividade enzimdtica.
Valivety et al.%, mostraram que a atividade catalitica era melhor
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relacionada como uma fung@o ndo sé6 do Log P mas também
com o fndice de aceitagdo de elétrons ou polarizabilidade.
Posteriormente, Wehtje®> ¢ Yang e Robb® verificaram que nio
havia nenhuma relagdo satisfatéria entre a atividade do bioca-
talisador ¢ 0 Log P.

Outras propriedades do solvente tém sido relacionados com
a atividade enzimdtica. Por exemplo, a atividade da dlcool
desidrogenase aumentou com a diminui¢do da constante
dielétrica do solvente®’ e uma relagdo linear foi observada entre
a atividade da lipase e o Log Sw/o (solubilidade molar da dgua
em um solvente)8.

Pelos aspectos apresentados, pode-se concluir que ainda néo
ha um parimetro quantitativo confidvel que possa refletir as
miltiplas interagdes entre enzima-solvente orginico que per-
mita predizer, com sucesso, a atividade biocatalitica 6tima em
meio ndo aquoso.

Vérios autores tém buscado essa solugdo. Schneider® pro-
poés um pardmetro de solubilidade tridimensional pela combi-
nagdo dos pardmetros Log P, 8 e ligagBes por pontes de hidro-
génio. Khmelnitzky et al.*6, desenvolveram um modelo mate-
matico denominado “capacidade desnaturante” que relaciona
algumas caracteristicas fisico-quimicas do solvente organico,
tais como hidrofobicidade, capacidade de solvatagéo e geome-
tria molecular. Batra e Gupta’, mediram as atividades da
polifenoloxidase, peroxidase, fosfatase icida e tripsina na pre-
senga de diferentes solventes e constataram que a variagdo na
atividade enzimdtica com a natureza do solvente nio estd rela-
cionada com o Log P nem com a capacidade desnaturante.

E possivel que estudos futuros, envolvendo um grande ni-
mero de proteinas de natureza diferentes (por ex., protefnas
com estrutura quaterndria), possam introduzir parametro(s) que
possibilite(m) a otimizacdo das concentragdes limites dos sol-
ventes orgénicos que retenham e/ou maximizem a atividade e
a estabilidade do biocatalisador em sistemas bifésicos.

PH e alteracdo da especificidade enzimdtica

Entre as questdes intrigantes referentes a acdo das enzimas
em solventes ndo-aquosos encontra-se o pH. Todas as reagdes
enzimdticas em 4gua sdo fortemente dependentes do pH visto
que o estado de ionizagdo da enzima é essencial para a catélise.
Desde que protonagdo e desprotonacdo da enzima raramente
ocorrem de maneira perceptivel em um meio organico, como a
enzima reconhece o pH em solventes orginicos anidros? A res-
posta é um tanto inusitada: a enzima “recorda-se” do pH da
dltima solugdo aquosa a que foi exposta e isto tem sido chamado
de “meméria de pH™*"7!. A nivel molecular, os grupos ionogé-
nicos da molécula enzimdtica adquirem uma certo grau de
ionizagdo na solugéo aquosa a um dado pH - e a atividade en-
zimdtica correspondente a este pH - que é mantido sem modifi-
cagdo nos solventes orgénicos como também no estado sélido.

Desta maneira, a capacidade tamponante do microambiente
aquoso deve ser controlada e algumas substincias como
hidrocloreto de trisoctilamina e 4cido trifenil acético (sal
s6dico)’? tém sido adicionadas 2s solugdes aquosas que V3o ser
liofilizadas ou introduzidas na fase orgénica. A perda da “me-
moéria de pH” na hidratagdo pode ser atribuida a redistribuigdo
de cargas na superficie da proteina.

Tem sido registrado que a liofilizagdo da o-quimotripsina
em solugdes aquosas contendo certos ligantes (N-acetil-/-feni-
lalanina) tem efeitos significativos sobre a atividade catalitica
desta enzima em fase orgdnica. Foi observado um aumento de
até 35 vezes na sua atividade quando liofilizada na presenga
daquele ligante?”. Efeitos similares tém também sido documen-
tados para subtilisina’ e de novo, mais recentemente, para a-
quimotripsina™">, Esse aumento na atividade deve-se ao efei-
to “fechadura” entre ligante e¢ enzima tendo como resultado
uma conformagéo enzimdtica mais ativa. A enzima assume uma
nova conformagdo quando ocorre a sua unido com o ligante
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que € complementar para aqueles substratos com a mesma es-
tereoquimica. Esta conformagéo é “congelada” - torna-se rigi-
da - € permanece quando a enzima € transferida para um sol-
vente orgénico, visto que a mobilidade das moléculas de enzima
é muito menor neste meio do que na 4gua’®.

Esse fendmeno permitiu o desenvolvimento da técnica de
“moléculas impressas” (molecular imprinting) de Stahl et al.™ ¢
de Braco et al.”’. O trabalho de Braco et al.”’ mostrou que a
albumina de soro bovino, quando liofilizada a partir de uma solu-
¢do aquosa contendo 4cido p-hidroxibenzéico ou 4cido [-tartirico,
desenvolveu uma afinidade especifica para estes ligantes quando
em solventes organicos anidros. Por outro lado, Stahl et al.”*
mostraram que usando um sistema similar, a a-quimotripsina pode
se tornar aceptora de derivados do d-aminoécido.

O mais importante desse fendmeno € a sua possivel utiliza-
¢do na preparacdio de uma enzima, em meio orginico para
andlise. Assim, uma alteracdo da especificidade enzimética
pode ser obtida em favor de um particular analito se a enzima
for liofilizada na presen¢a de uma solu¢fio aquosa concentrada
deste analito. Zaks e Klibanov'® comprovaram que a lipase
pancredtica sufna, em meio aquoso reage, indiferentemente com
substratos pequenos ou grandes enquanto que a enzima desi-
dratada, em meio organico, ndo reage com moléculas grandes
(dlcoois tercidrios), presumivelmente, devido a rigidez do seu
centro ativo que ndo pode mais ser aberto para acomodé-las.

Estabilidade térmica de enzimas em solventes
ndo-aquosos

As moléculas de 4dgua, que se encontram em torno da molé-
cula enzimdtica nas solugdes aquosas, exercem um papel im-
portante na estabilidade grotéica devido, principalmente, as
interagSes hidrofébicas’®* além das forgas de van der Waals,
pontes salinas e pontes de hidrogénio®!. Desta maneira, todas
as reagdes que provocam termoinativagao irreversivel de enzi-
mas envolvem 4gua livre®>® ¢ a desnaturagdo, induzida pelo

calor, necessita de uma ampla mobilidade conformacional.
Assim, ndo € surpresa que a manipulagdo da natureza do meio
e da quantidade de dgua em torno da enzima tem um profundo
efeito sobre sua estabilidade.

A remogdo de 4gua da superficie da proteina, indubitavel-
mente, diminui os efeitos hidrofébicos provocando a sua
desestabilizagfo. Isto conduz a uma reorganizagio das molécu-
las de dgua devido ao incremento do nimero de ligagdes
intramoleculares por pontes de hidrogénio’ que contribui para
a estabilizagdo e aumento da rigidez da proteina. O componen-
te predominante destas ligagSes intramoleculares € eletrostatico.
Logo, a estabilidade dessas ligagdes deve aumentar em solven-
tes com baixa constante dielétrica.

Quando protefnas sdo expostas a temperaturas elevadas por
um perfodo prolongado, elas sofrem um processo de desenrola-
mento que expde 0s grupos reativos e dreas hidrofébicas mais
internas, acarretando modificagbes quimicas irreversiveis, o
desordenamento monomolecular e agregagdo. Os processos qui-
micos que freqiientemente levam & inativacio (altamente acele-
rados em temperaturas elevadas) sdo a deamidag@o dos residuos
de asparagina e glutamina, hidrélise das ligacGes peptidicas nos
residuos de 4cido aspértico, permuta dissulfeto-tiol, destrui¢do
de ligacoes dissulfeto, oxidagdo de cisteinas, isomerizacdo de
prolinas, glicagdo de aminogrupos e outros processos quimicos®*.
Todos esses processos exigem a participagdo de 4gua e, portan-
to, ndo devem ocorrer em um microambiente livre de 4gua como
nos solventes organicos anidros.

Inimeros autores t&ém demonstrado que suspensdes enzimé-
ticas em solventes orgénicos anidros exibem termoestabilidade
bem superior do que aquelas em solugdes aquosas. Alguns
exemplos estdo agrupados na Tabela 6. Um exemplo bastante
ilustrativo da significativa diferenca de termoestabilidade entre
meio aquoso € meio orgénico € o caso da tirosinase. Esta
enzima possui uma vida média, a 50°C, nove vezes superior
em cloroférmio do que em solugdo aquosa.

Reslow et al.%® (a-quimotripsina desidratada imobilizada

Tabela 6. Estabilidade térmica de enzima, em meios ndo-aquosos € aquosos.

Enzima Condigdes Propriedade térmica® Referéncias

Alcool desidrogenase heptano, 5°C ti2 > 50 dias 88

B-glicosidase propanol-2, 50°C, 30h retém 80% da atividade 90

Citocromo oxidase tolueno, 0,3% é&gua, 70°C ty2 40 h 93
tolueno, 1,3% 4gua, 70°C ti2 1,7 min

Fosfatase acida hexadecano, 80°C ty2 8 min 92
MA, 70°C ti2 1 min

F1-ATPase tolueno, 70°C ty2>24h 87
MA, 70°C ti2 < 10 min

Lipase (Candida) tributirina/heptanol, 100°C tiz 1,5h 10
MA, pH 7,0, 100°C ti2 < 2 min

Lipase lipoproteica tolueno, 90°C, 400 h retém 40 % da atividade 89

Lipase pancredtica sufna tributirina, 100°C ti2 <26 h 10
MA, pH 7,0, 100°C ty2 < 2 min

Lisozima cicloexano, 110°C t1/2 140 min 86
MA, 110°C ty2 < 10 min

a-quimotripsina octano, 100°C t1/2 80 min 27
MA, pH 8,0, 55°C ti2 15 min 85

Ribonuclease nonano, 110°C, 6 h retém 95 % da atividade 84
MA, pH 8,0, 90°C ti2 80 min

Subtilisina octano, 110°C t;2 80 min 73

Tirosinase clorof6rmio, 50°C t1/2 90 min 91
MA, 50°C t1/2 10 min

(MA) = meios aquosos; a) tj;» = tempo necessirio para que a enzima perca 50% de sua atividade enzimdtica.
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sobre superficie porosa de vidro) e Zaks e Klibanov'%? (lipase,
a-quimotripsina e subtilisina liofilizadas) concordam em que a
estabilidade térmica é fortemente dependente da hidrofobicida-
de do solvente. Na presenca de apenas 1,0% de dgua no meio
orginico, a estabilidade da lipase aproxima-se da sua estabili-
dade em meio aquoso. Isto significa que a estrutura da enzima
permanece inalterada (enrolada) em meio organico, mesmo em
altas temperaturas. A dgua exerce papel relevante em tais pro-
cessos, aumentando de forma significativa a flexibilidade
conformacional das enzimas. Zaks e Klibanov!® demonstraram
que a lipase pancredtica de suinos em solugdo aquosa a 100°C
foi completamente inativada em menos de dois minutos., ao
passo que nesta mesma temperatura, mantém elevada atividade
por vérias horas, se o percentual de 4gua presente ndo ultra-
passar 0,4%, como pode ser visto na Figura 3.
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Figura 3. Inativagdo da lipase pancredtica suina, a 100°C, em uma
solugdo de tributirina em heptanol, na presenca de diferentes concen-
tragdes de dgua’”.

Biossensores, em geral, operam em temperaturas 6timas para
que a reacdo biocatalitica se processe rapidamente e tenha gran-
de sensibilidade. Entretanto, em muitos casos, a temperatura
ideal para a reacdo enzimdtica ocorrer ndo coincide com a
condi¢do mais favordvel para os demais pardmetros envolvidos
no processo. O aumento da estabilidade térmica das enzimas
proporcionada pelos solventes organicos é uma vantagem im-
portante do ponto de vista operacional da enzima, ampliando o
intervalo de temperatura onde ocorre um dado processo quimi-
co de interesse.

APLICACOES_ANALITICAS DE ENZIMAS
EM MEIOS NAO-AQUOSOS

O principal impulso da quimica industrial moderna € a bus-
ca incessante de maior especificidade nos processos bioquimi-
cos. A falta de seletividade resulta em aumento de custos
advindo dos processos de separagdo, purificagdo e tratamento
de residuos. Por outro lado, o conhecimento de que enzimas
sdo especificas e podem funcionar vigorosamente em sistemas
anidros ou com baixo conteido de dgua, tem proporcionado
variadas transforma¢des de importincia biotecnolégica.
Klibanov**?>, Dordick®® ¢ Tanaka e Kawamoto®” t&m revisado
as indmeras aplicagGes de tais sistemas. Uma lista da natureza
de tais aplica¢Ges ¢ mostrada na Tabela 7.

Apesar dessas limitagSes, aplicagcdes e vantagens de dis-
positivos bioanaliticos baseados em enzimas (biossensores enzi-
maéticos) que funcionam em fase ndo-aquosa tém sido demons-
tradas solucionando diversos problemas analiticos de indistrias
de alimentos, de bebidas, farmacéuticas, petroquimicas, militar
e de cosméticos, além do seu emprego na agricultura e nos
diagnésticos clinicos.

Antes dessa exploragdo, somente uns poucos sensores en-
ziméaticos operavam em meios ndo aquosos. As enzimas eram
mantidas em um compartimento aquoso separadas do meio
orginico por uma membrana permedvel seletiva. Um exem-
plo desse tipo de sensor foi idealizado pela Phillips Petroleum
para a determinagio do contetido de 4lcool na gasolina?!. Ele
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consistia de um eletrodo de oxigénio onde a dlcool oxidase
se encontrava imobilizada na extremidade e mantida adequa-
damente hidratada por uma membrana externa semi-permeé-
vel. O dlcool no meio aquoso poderia atravessar essa mem-
brana e na camada onde se encontrava a enzima hidratada era
biocataliticamente oxidado. A diminuigdo concomitante da
concentracdo de oxigénio era medida amperometricamente.
Em outros casos, a solubilidade do analito insolivel em dgua
era aumentada pelo uso de detergentes. Isso, normalmente,
acarretava perda de sensibilidade do sensor tanto pela insolu-
bilidade do analito em 4gua como devido ao préprio deter-
gente. Entretanto, se a enzima era capaz de funcionar em uma
fase predominantemente organica, entdo analitos de baixa
solubilidade em dgua poderiam estar em altas concentragdes
para a bioandlise. Independente dessa caracteristica - aumen-
to de solubilidade - os biossensores em fase orgénica podem
oferecer outras vantagens que sio mostradas na Tabela 8.

Hall et al.!?>1?% descreveram, em 1988, o primeiro biossen-
sor no qual o biocatalisador estava em contato direto com a
fase orgénica, para a determinagdo amperométrica de fendbis
em cloroférmio. Neste solvente, a polifenoloxidase catalisava
a conversdo do composto fendlico a benzoquinona, que era
eletroquimicamente reduzida em eletrodo de carbono vitreo a
-275 mV (vs ECS).

Algumas aplicagdes dos sensores enzimaticos, anticorpos e
de compostos com caracteristicas similares a4 dos anticorpos
(antibody mimics) em ambientes aquo-restritos desenvolvidas
nos anos recentes serdo, a seguir, brevemente discutidos.

Eletrodos enzimiticos de fase orginica

Nos ultimos oito anos, uma considerivel atengdo tem sido
dada a pesquisa e ao desenvolvimento de biocatalisadores de
fase orgénica para serem utilizados em sintese, no processa-
mento industrial e, particularmente, como ferramenta analiti-
ca nos testes de controle de qualidade. Estes biossensores
podem ser usados para a detecgdo, direta e especifica, de
analitos hidrofébicos de uma variedade de amostras comple-
xas que se tornam acessiveis ao microambiente enzimdtico
devido ao meio organico.

Muitos dos recentes avangos nesta drea tém sido obtidos uti-
lizando-se técnicas de detecgdo eletroquimica que se expandi-
ram durante as décadas de 60 e 70 usando eletrodos convencio-
nais e solventes tais como dimetilformamida, acetonitrila, carbo-
nato de propileno e dimetilssulf6xido. Estes solventes possuem
algumas caracteristicas importantes: constantes dielétricas bai-
xas, a capacidade de solubilizar analitos orgénicos e alguns com-
postos inorganicos, resisténcia a oxidagdo e a redugdo (amplian-
do a faixa de potencial de trabalho) e, geralmente, boas caracte-
risticas de estocagem. Uma abordagem sobre eletroquimica em
fase organica pode ser encontrada em Saini et al.?l.

Com o desenvolvimento da tecnologia dos biossensores, ou-
tras técnicas de transdugdo, além da eletroquimica, tém sido
exploradas. Pardmetros tais como oxigénio, gds carb6nico,
peréxido de hidrogénio e pH sdo comumente detectados nas
reagdes biocataliticas. Para esses e outros parimetros, uma am-
pla variedade de métodos e ou sensores espectrofotométricos
(absorbancia, reflectancia, fluorescéncia, fosforescéncia e
quimo/bioluminescéncia), calorimétricos, piezelétricos e de
sensores ndo cataliticos, sdo exeqiifveis. Dessa maneira, a ex-
pansdo da tecnologia de biossensores pode permitir o aumento
potencial de suas aplicacdes em fase orginica e seu uso certa-
mente beneficiard dreas tais como a tecnologia de alimentos,
diagndstico clinico € o controle de contaminagdo de 4guas.
Muito tem que ser realizado para o desenvolvimento desses
novos biossensores para adequé-los a outros métodos de analise
que ndo os eletroquimicos. Recentemente, Diaz-Garcia e Valen-
cia-Gonzilez!'?, revisaram o emprego de sensores épticos em
meio ndo-aquosos, ao passo que Wang e col.'?® deram principal
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Tabela 7. Algumas aplicagbes da enzimologia em meios nio aquosos.

Aplicagio Exemplo Referéncia
Sintese Organica
- Sintese de peptideos
sintese de um peptideo precursor da penicilina G usando lipase 98
incorporagio de D-aminoédcidos em peptideos usando a subtilisina 99
formacdo de ligagdo isopeptidica em protease e lipase 100
sintese de dipeptideo catalisada por lipase 101
uso de a-quimotripsina e de termolisina 102
uso de termolisina para sintetizar um precursor do aspartame 103
estudo comparativo de solventes misciveis e imisciveis em dgua 104
utilizando a ot-quimotripsina
especificidade nucleéfila e engenharia de meio usando a a-quimotripsina 105
emprego da subtilisina 106-107
emprego da a-quimotripsina 108
aplicagdo de PEG?-modificadas . 109
- Sinteses régio- / estereosseletiva
acilacdo regiosseletiva de glicois pela lipase 110
acilacdo regiosseletiva de agiicares pela lipase 111
resolucdo de misturas racémicas de 4cidos pela lipase 112
6xido-redugdes assimétricas pela dlcool desidrogenase para produgio 12
de dlcoois e cetonas quirais
sintese de cianohidrinas quirais usando maldelnitrila liase 113
acilagd@o regiosseletiva de carboidratos pela subtilisina em dime- 42
tilformamida anidro
sintese enantio- e regiosseletiva de 4lcoois, derivados do glicerol, 114
aglcares e organometélicos usando lipases
interesterificagdo regioespecifica de triacilglicerol pela lipsase 115
sintese de biossurfactantes usando lipase 116
- Interesterificacdo de éleos e gorduras 117-118
- Diminui¢do da estereosseletividade 119
Quebra de gorduras
Lipélise solventes organicos usando lipases 120-122
Analise
Determinagdo de colesterol em solventes orginicos 26
Peroxidase comum substrato cromogénico 123
Oligomerizacio e polimerizagao
Polimerizagdo de fendis pela peroxidase 124

a- Polietileno glicol

Tabela 8. Vantagens dos biossensores em fase orgénica.

Caracteristicas

Vantagens

- Biocatélise em meios ndo aquosos

- Modificag@o na especificidade do substrato para
algumas enzimas induz a novas reagdes biocataliticas

- Aumento da estabilidade térmica das enzimas
- Diminui¢@o da contaminag¢do microbiana

- Resisténcia a oxida¢do e 2 reducido em solventes orginicos

- Baixa solubilidade de espécies eletroativas aquosas

- Habilidade das enzimas de permanecerem ativas em estados
essencialmente desidratados

- Solubilidade alterada dos reagentes

- Tolerancia a baixas temperaturas em meio organico superior
a observada em meio aquoso

- Aumento do mimero de analitos a serem determinados
pelos biossensores

- Novos detectores

- Aumento da estabilidade operacional do biossensor
- Melhora a vida itil operacional do biossensor

- Amplia a janela do potencial para rea¢des que
transferem eletrons

- Diminuigdo da interferéncia de espécies hidrofilicas

- Auséncia de dgua pode facilitar a construgdo de sensores

- Novas opgGes para o "design" de dispositivos estdveis

- Aumento da sensibilidade de termistores enzimaticos
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énfase aos sensores eletroquimicos. A Tabela 9 retne os
transdutores mais utilizados e possiveis aplicacdes.

Apesar do amplo emprego de enzimas isoladas como compo-
nente biol6gico, preparagdes de células integras de microrganis-
mos e de fontes vegetais e animais tém sido também propostas
como elementos biocataliticos dos biossensores. Tais materiais
simplesmente mantém a enzima de interesse em seu ambiente
natural resultando em uma estabilizagdo da atividade enzimatica
desejada'®’, sem sacrificar, em muitos casos, a sua seletividade.

Os biossensores de tecidos vegetais podem ser construidos
pela retengdo fisica de fatias muito finas do tecido na superfi-
cie de um elemento de detecgdo usando uma membrana poro-
sa. OQutra maneira de utilizacdo desse material € a distribuicdo
homogénea do tecido vegetal, picado, em reatores de geome-
tria prépria, para operarem em sistemas em fluxo'3%,

Diversos exemplos de aplicagdes recentes dos eletrodos
enzimdticos em fase organica estdo listados na Tabela 10.

Uma outra aplicac@o dos biossensores baseia-se na possibi-
lidade do uso de mediadores insoliveis em solventes organicos
(podem ser co-imobilizados com a enzima por adsor¢éo) ob-
tendo-se os chamados sensores sem reagentes. Schubert et
al.!3, exploraram a oxidagdo do fon hexacianoferrato(Il) pelo
peréxido de hidrogénio na presenca de peroxidase em vérios
solventes orginicos. A forma oxidada desse fon era novamente
reduzida em eletrodo de grafite em potencial préximo de zero
permitindo assim a quantificagﬁo de peréxido de hidrogénio.
Recentemente, Stancik et al.'*” desenvolveram um biossensor
baseado em um eletrodo de Clark acoplado a uma camada

biocatalitica contendo firosinase. Derivados da tiouréia foram
detectados em hexano e o método mostrou-se altamente sensivel
com limites de detec¢do no intervalo de 13 - 181 nmol L
dependendo da estrutura do composto inibidor.

H4 numerosas oportunidades do emprego de biossensores
em fase organica em sistemas de andlise em fluxo. Recente-
mente, em uma revisio, Wang e col.!’® discutiram as vanta-
gens de tal metodologia. Em tais sistemas, além dos beneficios
jd mencionados da enzimologia em meio ndo-aquoso, ha rapi-
dez na andlise de amostras complexas sem a necessidade de
pré-tratamentos, tornando-os atrativos para testes de controle
de qualidade e de processos industriais. Algumas aplicagdes
recentes desses biossensores podem ser encontradas baseadas,
principalmente, no uso de oxidases e desidrogenases (Spolifeno-
loxidases, dlcool desidrogenases e peroxidases)ls LI55,

A utilizacdo de tecidos vegetais como fonte de material
enzimético para aplicagées em meio organico também foi ex-
plorada pelos autores'*®, O mesocarpo fibroso do coco-da-bafa
(Cocus nucifera, L.) e frutas da palmeira-leque (Latania sp)
em meio organico apresentam excelente desempenho para a
detecgdo de dihidroxifendis, mas sdo altamente dependentes da
quantidade de 4gua ligada a enzima. Na figura 4-A sdo apre-
sentados os picos e a respectiva curva de calibragdo, corres-
pondentes & injeges de solugdes contendo 1 x 10 M de
catecol e concentragdes crescentes de 4gua. Um comportamen-
to bastante linear (r = 0,997) € verificado em funcio do incre-
mento percentual da quantidade de 4gua, entre 0,1 e 0,8 % (v/
v). O incremento do sinal torna-se menos pronunciado para

Tabela 9. Tipos possiveis de biossensores em meio organico e seus transdutores.

Base Tipo Aplicagdes Referéncia
Eletroquimica Amperométricos:
Fenol e derivados 125,126,128
Colesterol 129
Peréxido 130,131
Potenciométricos:
Detecgdio da sintese de éster 132
Calorimétrico Termistores:
Reagdes da lipase e da peroxidase 133
Reagdes da glucose oxidase e catalase 134
Imunossensores 135
Opticos Uso de cromoégenos associados com enzimas:
Colesterol 26
Sensoriamento de temperatura 123
Andlise de gases t6xicos 136
Tabela 10. Exemplos de aplicagdes recentes de eletrodos enziméticos que operam em fase orginica.
Enzima Solvente Analito DetectoR Ld* Referéncia
Peroxidase Dioxano H,0, EC® 10 132
Etanol Per6xidos orgénicos MEC® 1 141
Acetonitrila H,0, ECb4 0,0003 142
Acetonitrila Sulfetos orgénicos EP® 143
Tirosinase Etanol Fendis HEC® 0,7 141
Acetonitrila Fenéis ECb4 0,0001 142
Virios Fenbis EOf 0,0002 144-145
Acetonitrila Umidade PC® 0,072%(v/v) 146
Glucose oxidase Acetonitrila Glicose ECV" 147
Polifenol oxidase Cloroférmio Fenéis EG' 0,03 148
Acetonitrila Umidade ECV? 140
Colesterol oxidase Hexano/cloroférmio Colesterol EOf 149
Lacase Alcoois Hidroquinona ECV# 0,0006 150

a. Limite de Detecgdo (mmol LY; b. eletrodo de carbono; c. microeletrodo; d. enzima oclufda em membranas de poliéster
sulfénico; e. eletrodo de platina; f. eletrodo de oxigénio; g. pasta de carbono; h. eletrodo de carbono vitreo; i. eletrodo de grafite.
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quantidades maiores de 4gua. Tais resultados permitem avaliar
a quantidade de dgua contida em um solvente, que para o pre-
sente caso, a reta extrapolada indica a presenca de 0,03% (v/v)
de 4gua na acetonitrila utilizada. A elevada reprodutibilidade
do método pode ser verificado pela realizagdo de injegdes
repetitivas de amostra. Para 44 injegdes sucessivas de uma
solucio contendo 5 x 10 M de catecol e 0,7% (v/v) de 4gua,
respostas altamente repetitivas foram obtidas (C.V. = 0,65%)
apesar de ocorrer uma pequena deriva da linha base. A
alternancia de amostras contendo respectivamente 0,1 e 0,8%
de dgua, demonstra a notével adequagio da atividade enzimaé-
tica, em funcdo do conteiido de dgua, ndo havendo nenhum
efeito de “meméria” em relagdo as inje¢des anteriores, como
pode ser visualizado na Figura 4-B.

A

seazm ¢ sane
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CORRENTE (nA)
A d

[ [ o4 % ]
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10 nA

2 min

LU

LU

TEMPO

Figura 4. Andlise de catecol em acetonitrila. (A) Injegdes sucessivas
de solugdes 1 x 10% mol L' de catecol em meio de acetonitrila con-
tendo 0,1% (a); 0,2% (b) 0,3% (c); 0,5% (d); 0,6% (e) e 0.8% (f) de
dgua (v/v). (B) Injecdes de 5 x 10* mol L de catecol em acetonitrila
contendo 0,1% (a) e 0,8% (b) de dgua (v/v). Eletrélito suporte: Cloreto
de benzalcénio 0,05 mol L.

Reatores com o mesocarpo fibroso do coco, utilizados em
meio de acetonitrila, mostraram estabilidade muito superior aque-
les mantidos em meio aquoso. O monitoramento indireto da dgua
devera ser utilizado para determinacfio de umidade de produtos
com baixos teores de umidade. Estdo em andamento experimen-
tos utilizando tais tecidos, tanto em meio aquoso como em fase
orgénica, visando a quantificagdo de inibidores enzimadticos.

Anilises em bateladas

Diversos pesquisadores®®'?’ realizaram determinagbes em

- bateladas onde a enzima era diretamente introduzida em um meio
ndo-aquoso e o produto formado monitorado pelo aparecimento
de cor. Kazandjian et al.2 utilizaram colesterol oxidase agrega-
da com peroxidase (ambas as enzimas adsorvidas em superficies
de vidro poroso) com p-anisidina como substrato cromogénico,
em diferentes solventes organicos, visando a andlise de coleste-
rol. Boeriu et al.!?, dispersaram, homogeneamente, a peroxidase
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em misturas de parafina solidificdvel contendo cromégeno (o
ponto de fusdo era selecionado pela variagdo desta composi-
¢do) como um protétipo de um sensor para temperaturas
abusivas aplicdvel a materiais alimentares, farmac€uticos e ter-
mo-sensiveis. Com o0 aumento da temperatura, alterava-se a fase
do meio, diminuindo as barreiras difusionais, facilitando assim
a catdlise enzimdtica. Como resultado ocorria modificagiio de
cor que era monitorada visualmente.

Reatores enzimiticos que operam em sistemas analiticos
em fluxo

Braco et al.!>, foram os primeiros a realizar uma avaliacio
sistemdtica das possibilidades de implementagdo de sistemas
analiticos em fluxo empregando solventes organicos. Esses
autores adaptaram, para condi¢des em fluxo, a andlise para
colesterol. Neste trabalho, a viabilidade de utilizacdo de um
reator bienzimdtico imobilizado ndo covalentemente para de-
terminagdes em fluxo em meio anidro (tolueno) com detec¢ao
espectrofotométrica foi demonstrada, com a vantagem de apre-
sentar ainda um notivel melhoramento em relagdo ao sistema
em batelada. Com esse sistema, os autores obtiveram respostas
lineares de 1 x 10 até 1,8 x 10 mol L! de colesterol, com
uma freqiiéncia analitica de 60 amostras por hora. Em adigéo,
tais reatores puderam ser utilizados por até 4 meses, periodo
muito superior ao alcangado em meio aquoso.

Outro sistema em fluxo, til para a determinagdo de colesterol
em alimentos (limite de detecgédo de 5 x10”° mol L) foi idealiza-
do por Valencia-Gonzélez e Diaz-Garcia'’. Esse sistema consiste
de materiais bioativos - colesterol oxidase e peroxidase - co-imo-
bilizados sobre vidro poroso, em associagio com uma resina
anidnica carregada com material fluorescente, sensivel a oxigé-
nio. A quantificagio de colesterol neste caso foi obtida de forma
indireta, via diminui¢do de fluorescéncia, provocada pelo consu-
mo de oxigénio, quando da reagdo enzimdtica:

Colesterol + O; — 4-colesten-3-ona + H,O,

O peréxido de hidrogénio gerado é consumido, concomitan-
temente, objetivando prevenir a inativagdo da colesterol oxida-
se'*® e favorecer a reagdo anterior.

Biossensores enzimaticos em fase gasosa

Outro sistema que explora a biocatilise em ambientes aquo-
restritos envolve a condugio da catélise enzimdtica com reagentes
na fase gasosa. O uso dessa nova técnica pode, em futuro bastante
préximo, ser aplicavel em diferentes dreas, dentre as quais:

- Remogdo de compostos téxicos de gases residuais’>®.

- Producio de compostos voliteis - fragrincias e aromas para
as indistrias de alimentos, de cosméticos e perfumaria.
- Aplicagdes analiticas envolvendo biossensores.

Apesar das enormes possibilidades de aplicagcdes em pro-
cessos biotecnolégicos, comprovadas pela eficiéncia catalitica,
produtividade e exegiiibilidade técnica, pesquisas fundamen-
tais s3o necessdrias para estabelecer os parimetros que afetam
a cinética e a produtividade desse sistema.

O principal problema para muitas reagdes de potencial inte-
resse comercial é a obtengdo de substratos e/ou produtos na
fase gasosa. Dois fatores devem ser levados em consideragdo.
O primeiro, refere-se a temperatura e pressio absoluta do sis-
tema, pardmetros fisicos que afetam a pressdo de vapor dos
diferentes componentes do sistema. Com isso, pode-se alterar
a atividade do biocatalisador pelo comprometimento da con-
centragio dos componentes na fase gasosa, além da sua estabi-
lidade. O segundo fator, ¢ a atividade de dgua (pardmetro ter-
modinidmico), item amplamente discutido em paginas anterio-
res. As condi¢des de operagdo desse sistema sdo similares aos
da enzimologia em meio orginico.
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As enzimas mais emgrcgadas em bioreatores sélido-gés in-
cluem as hidrogenases’>®!%® (onde o substrato é hidrogénio),
dlcool oxidase'®'% (oxidagdo do etanol), dlcool desidrogena-
ses'®195 (produgiio de 4lcool e/ou aldeido) e enzimas lipoliticas
- lipases e cutinase'%61% (hidrélise de ésteres) - onde sdo
suspensas em misturas de vapor de dgua e do substrato.

Bioreatores nos quais o biocatalisador consiste de microrga-
nismos intactos tém sido usados em transformagdes visando a
remogdo de produtos t6xicos. A utilizagdo de microrganismos
em tais sistemas € bem mais promissora devido a sua habilidade
de regenerar in situ os cofatores envolvidos na catdlise por en-
zimas tais como as oxidases. Os microrganismos imobilizados
que tém sido utilizados nesses sistemas sdo Mycobacterium
PY1'7°, Xanthobacter PY2'7®, Methylosinus sp'”', Methylocystis
sp'™, Pichia pastoris'™'* ¢ Saccharomyces cerevisiae'™'7".

Ha poucos exemplos de pesquisas detalhadas sobre a aplicagdo
de biossensores para a andlise direta de substratos ou inibidores
no estado gasoso. Algumas aplica¢Ges analiticas de biocatalisado-
res em fase gasosa foram realizadas por Guilbault'’®, Estes auto-
res demonstraram que formaldefdo pode ser analisado em fase
gasosa usando a formaldeido desidrogenase, imobilizada sobre
um cristal piezelétrico (CPZ), juntamente com os cofatores NAD*
¢ glutationa reduzida. Este método é muito sensivel (detecgdo de
1-100 ppm de formaldeido) e altamente especifico.

Imobilizagbes da colinesterase'” e de anticorpos180 (ver
item seguinte) imobilizados sobre CPZ tém sido utilizadas na
deteccdo de pesticidas organofosforados em nivel de ppb. Res-
postas ripidas (2-3 min) foram obtidas e o tempo de recupera-
¢do foi da ordem de 1-2 min. Estes resultados evidenciam apli-
cacOes mais freqlientes e promissoras para os CPZ como
sensores imunoquimicos em fase gasosa. Entretanto, os para-
metros que afetam o desempenho desses dispositivos devem
ser identificados e otimizados antes que sejam comercializados.

Outra estratégia tem sido empregada por Barzana et al,!62163
para a andlise de etanol na respiragdo ou de formaldeido no ar.
O dispositivo consiste de uma mistura de enzimas desidratadas
(dlcool oxidase e peroxidase) dispersas em um suporte de celu-
lose, contendo também o croméforo 2,6-dicloroindofenol. O
produto da reagd@o enzimdtica reage com o croméforo adsorvido,
dando origem a um composto altamente colorido que indica
semi-quantitativamente a concentracio de dlcool na respiracéo.

Mitsubayashi et al.!8!, construiram um eletrodo com a dlco-
ol oxidase imobilizada por oclusao que exibiu alta seletividade
para o etanol na presenga de outros gases. Os autores demons-
traram que o dispositivo € aplicdvel no monitoramento do 4l-
cool, expelido pela respiragdo, de individuos que ingeriram
bebidas alcodlicas.

A rotina para a determinag¢iio de gases é uma pritica recomen-
dédvel em ambientes onde substancias téxicas (NHs, Cl,, CO, H;S,
HCN), “irritantes nervosos” (fosgénio), anestésicos (N;0), infla-
madveis (CHa, propano, etano), vapores organicos (hidrocarbonetos,
6xido de etileno, dissulfeto de carbono, formaldeido) e vapores
inorgénicos (mercirio) podem ocorrer. A méxima concentragio
de exposigdo recomendada a muitas dessas substancias situa-se na
faixa de ppm ou mesmo de ppb; assim, métodos de deteccdo com
suficiente sensibilidade sdo necessdrios. As andlises desses gases
mediadas por enzimas podem representar uma alternativa simples,
rdpida e de baixo custo, se comparada as metodologias convenci-
onais. Um requisito adicional desejével é que esses dispositivos
analiticos devem ser suficientemente robustos para que possam
ser utilizados fora do laboratério, em estudos no campo.

Imunossensores em meio nio-aquoso

Imunossensores sdo definidos como dispositivos analiticos
que detectam a ligacdo de um antigeno (AG) ao seu anticorpo
(AC) especifico. O produto da reagdo imunoquimica na super-
ficie do transdutor é monitorada e relacionada com a concen-
tracdo do antigeno.
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Os imunossensores tém sido assunto de crescente interesse
durante a dltima década principalmente devido a potencialidade
de sua aplicacdo como alternativa da técnica de imunoanilise.

Sem considerar o transdutor ou a aplicagdo envolvida, um
sistema ideal deve ter as seguintes especifica¢des:

- capacidade de detectar e quantificar o AG , dentro do inter-
valo de concentragdo requerido (especificado) em tempo
razoavelmente curto (preferentemente em poucos segundos).

- capacidade de “traduzir” o evento da ligacdo sem a adigdo
de reagentes.

- capacidade de repetir a medida com o mesmo dispositivo
(isto &, a reagdo imunoquimica - AG-AC com o transdutor
- deve ser reversivel).

- capacidade de detectar a ligac@o especifica do AG em amos-
tras reais.

H4 uma crucial diferenga na natureza da ligagdo do comple-
x0 AG-AC com um sistema enzimético. Neste, um substrato se
liga ao centro ativo de uma enzima para formar um complexo
enzima-substrato, instdvel e transitério, antes da formagéo do
produto, sendo um processo inteiramente reversivel. No curso
normal dessa reacdo, o produto continuamente serd formado e
liberado do sitio ativo, até que seja estabelecido um equilibrio.
Esta situagdo € significativamente diferente da ligagdo AG-AC.

A formacgdo do complexo imuno-AG-AC é “permanente” e
essencialmente irreversivel (sem aplica¢do de condi¢des extre-
mas), ocorrendo com uma maior afinidade do que a dos siste-
mas enzimiéticos. Esta falta de formagdo de produto em uma
reagdo imunoquimica simplifica seu possivel modo de opera-
¢do em um meio orgénico, ji que ndo depende dos processos
de difusio do substrato e do produto (em forma solivel) a
partir do sitio de ligacdo.

A reagdo imunoldgica em um ambiente orgénico oferece
diversas vantagens: aumento de solubilidade (melhora o limite
de deteccdo por pré-concentragdo da amostra); dependendo da
polaridade do solvente orgénico empregado, pode ocorrer
distor¢do da estrutura quaterndria do complexo AG-AC permi-
tindo a modulagéo da interagdo AG-AC (pode tornd-la reversi-
vel sem comprometimento da conformagéo funcional do sitio
de ligagdo) podendo ainda resultar em maior estabilidade e
intervalo de temperatura operacional.

Dependendo da tecnologia de transdutor empregada (regis-
tre-se que ndo ha conversdo do analito, mas sim, ligagdo)
imunossensores podem ser divididos em trés principais clas-
ses: dticos, piezelétricos e eletroquimicos. Além disso, com
base no mecanismo de imunoandlise usado, eles podem ser
diretos - a reagdo imunoquimica ¢é diretamente determinada pela
medida das modificagdes fisicas induzidas pela formagio do
complexo, ou indireta - onde uma espécie que possa ser detec-
tada com elevada sensibilidade estd combinada com o AC ou
AG de interesse. Uma sensibilidade suficientemente elevada
pode ser obtida com imunossensores diretos, apesar da possibi-
lidade de ocorrer processos de adsor¢do néao-especifica na su-
perficie de biorreconhecimento, o que se constitui no principal
problema em sistemas diretos. Nestes casos, o uso de experi-
mentos adequadamente controlados é fundamental.

O primeiro trabalho sobre a ag¢@o de anticorpos em solven-
tes organicos anidros foi descrito por Russell et al.'®2, em 1989.
Neste estudo foi demonstrado que a ligacdo da 4-amino-bifenila
com o anticorpo monoclonal 2E11 imobilizado era forte e es-
pecifica, ndo somente em 4gua mas também em uma variedade
de meios ndo-aquosos, incluindo acetonitrila e dioxano. Os
autores verificaram que a reag@o de afinidade processa-se com
elevada especificidade. Entretanto, ao contrdrio da enzimologia
em fase orginica, uma clara preferéncia por ambientes
hidrofilicos € evidenciada pela modificagio na constante de
dissociagdo do complexo entre os solventes empregados. Um
solvente hidrofilico como o dioxano (Log P = -1,1) tem uma
constante de dissociagio de 16 + 2 umol L', enquanto um
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solvente hidréfobo como o 1-pentanol (Log P = +1,3) tem uma
constante de dissociagdo na faixa de 790 * 360 pmol L.

Cristais PZ revestidos com AC foram empregados como
sensores imunoquimicos em fase gasosa para a determinagfo do
Paration®. Tais sensores mostraram-se promissores, com res-
posta répida, seletiva e reversivel, em niveis de ppb com uma
vida 1til aceitdvel para AC imobilizados ndo-covalentemente'?’,

Com o advento da tecnologia de hibridoma!®*!%  tornou-
se possivel gerar sitios ligantes de AC homogéneos com alta
afinidade que reconhecem um grande niimero de ligantes es-
truturalmente diferentes. Esses novos AC, predominantemen-
te baseados em estratégias desenvolvidas pela engenharia de
proteinas, possuem seletividade bem superior e exibem ati-
vidade catalitica. Estes AC cataliticos (ACc) ou abzimas
(AZ) tém um valor considerdvel como ferramentas na bio-
quimica e na biologia molecular, com potencialidade de
aplicagdo nas dreas de quimica sintética (produgdo de agen-
tes terapéuticos ou na sintese de novos materiais farmacéu-
ticos). Algumas publica§6es tém se dedicado a esta promis-
sora 4rea de pesquisa'®>!88,

Janda et al.'® foram os primeiros autores a registrarem o
comportamento de ACc imobilizados tanto em meio aquoso
como em solventes orginicos. Seus resultados evidenciaram
que os ACc imobilizados em um suporte inorganico retém a
mesma atividade e estereosseletividade que exibem em solu-
¢des aquosas. Outros autores'®® também mostraram que dife-
rentes AZ podem ser moderadamente ativas gerando uma ex-
pectativa otimista sobre as possibilidades de sua implementacio
no campo analitico.

Técnicas de (bio)impressao molecular de polimeros

O reconhecimento molecular e seus mecanismos fundamen-
tais governam a maioria dos processos biolégicos e sdo, desta
maneira, de amplo interesse. Esfor¢os considerdveis tém sido
feitos para desenvolver sistemas de reconhecimento sintético
especifico para uma dada molécula através da modificagdo das
propriedades de anticorpos’®’ ou de proteinas e enzimas em
meios aquo-restritos onde a rigidez da conformagédo é a base
para as novas propriedades.

Com os trabalhos desenvolvidos por Cram!®?, Lehn'?® e
Pedersen'** teve inicio o desenvolvimento de sistemas de reco-
nhecimento sintético. Tais moléculas, a exemplo de enzimas e
especialmente de anticorpos, apresentam caracteristicas que
conferem elevado grau de complementaridade molecular, sen-
do atribuida & sua estrutura tridimensional a capacidade de
reconhecimento molecular com alta seletividade"?. Paralela-
mente, tem sido também explorado o uso de sistemas macro-
moleculares de reconhecimento naturais, tais como ciclodextri-
nas'®> e, naturalmente, pares de reconhecimento biolégico tais
como interagdes AC-AG, efetor-receptor e enzima-inibidor.

A idéia de usar uma molécula impressa especifica para co-
ordenar a montagem de mondmeros sintéticos em torno de uma
molécula de interesse, criando assim um sitio reativo com
especificidade, vem sendo considerada e discutida hd muito
tempo. Somente recentemente essa técnica foi suficientemente
desenvolvida para a realizagdo desse desafio.

A técnica de impressdo molecular segue essencialmente duas
diferentes estratégias: (bio)impressdo ou indugdo de memdria
por ligante (ligand-induced memory) e a formagdo de polimeros
de moléculas impressas (covalente ou n#o-covalentemente).
Considerando a importancia que estas técnicas vém assumin-
do, tais aspectos serdo discutidos a seguir.

Memédria induzida por ligantes ou (bio)impressdo molecular
A (bio)impressdo molecular tem sido aplicada tanto a enzi-

mas como também a grotel’nas e outras macromoléculas naturais
e sintéticas’>7> 77 190. 196 ¢ exploram o aumento exagerado da
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rigidez conformacional da macromolécula em um solvente orgé-
nico anidro propiciada pelo fendmeno da “meméria enzimética”.

A catdlise produzida por enzimas reguladoras pode ser
modulada pela presenga de ligantes, resultando em modifica-
¢bes conformacionais, observadas no caso de diversas enzimas
alostéricas'’. Algumas dessas enzimas reagem lentamente 2
presenca de um ligante, assim retendo seu efeito mesmo apds
o ligante ter sido removido. Tal comportamento depende do
alto grau de rigidez da proteina'®®. Em 4gua, muitas enzimas
ndo apresentam significativa rigidez, para que retenha a con-
formacdo induzida na auséncia do ligante. Essa conversio é
conseguida em ambiente ndo-aquoso.

Recentemente, Mingarro et al.'®®, introduziram a (bio) im-
pressdo de enzimas lipoliticas usando interfaces dgua-lipidio. O
processo se baseia na ativagdo das enzimas em meio aquoso,
seguida de resfriamento e eliminagdo de 4gua (processo freeze-
dry) e sua utilizacdo em meio nido-aquoso. Com esta estratégia
os autores sugerem que a rigidez conformacional da enzima em
meio ndo aquoso mantém sua conformacgo, aumentando de for-
ma substancial a acessibilidade do substrato ao sitio ativo da
enzima. Em certos casos, este procedimento permitiu ativagdes
em meio ndo-aquoso de duas ou mais ordens de magnitude.

No caso de proteinas ndo-enziméticas ou outras macromolé-
culas, a estratégia consiste de gerar sitios de ligagdo com o
ligante com uma macromolécula ndo relacionada em solugdo
aquosa. A conformacgdo serd preservada apds liofilizagdo e la-
vagem com um solvente orgdnico anidro para a retirada do
ligante e deve ser mantida em ambiente anidro. Isto permite a
obtencdo de adsorventes especificos e tem sido utilizado em
separagOes cromatograficas em fase orgéinica.

Poltmeros de moléculas impressas (covalente ou néo-
covalente)

Conceitualmente bastante similar mas tecnicamente mais
versitil e provavelmente com maiores possibilidades de aplica-
¢Oes analiticas, os polimeros de moléculas impressas (PMI)
podem ser gerados com uma seletividade pré-determinada a
partir de uma dada molécula modelo. Duas estratégias princi-
pais tem sido adotadas: A formacdo de PMIs por ligacdes
covalentes e por ligagdes ndo-covalentes. Modelos bastante
ilustrativos destas metodologias podem ser vistos no trabalho
de Mosbach?®, ’

Em ambos os casos, para a obtengdo de moléculas impres-
sas, os mondmeros funcionais sio polimerizados na presenca
de uma molécula modelo, por interagdo entre seus grupos fun-
cionais. Esta molécula modelo serd a responsavel pelas carac-
terfsticas do polimero. No caso covalente, hi a reversibilidade
desta ligacdo entre a molécula impressa e 0 mondmero. Na
abordagem n#o-covalente, um coquetel de mondmeros funcio-
nais aglutinados em torno da molécula principal por intera¢des
ndo-covalentes (idnicas, pontes de hidrogénio, hidrofébicas,
etc.) é polimerizado pelos procedimentos convencionais para
produzir uma rede polimérica tri-dimensional contendo cavida-
des (sitios) presumivelmente complementares, tanto em forma
como em fung¢do, da molécula impressa.

Polimeros de moléculas impressas (PMI) podem ser apli-
cados na separagdo de substincias rac€micas, polimeros ati-
vos cataliticamente, andlogos aos sitios de ligagdo do
anticorpo (ou receptor), com implica¢des gerais em bioquimi-
ca analftica, particularmente na construgfo de sensores seleti-
vos de analitos (substratos).

Vlatakis et al.*!, desenvolveram um procedimento analitico
utilizando PMI para a determinac@o de teofilina e diazepam como
uma alternativa aos anticorpos biolégicos. Essas drogas foram
usadas como moléculas impressas para preparar polimeros que
imitassem os sitios combinantes desses anticorpos. Os PMI ob-
tidos foram estdveis, sensiveis e de baixo custo.

Mais recentemente, Kris et al.>?? descreveram o uso dos PMI
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Tabela 11. Estratégias empregadas na construgdo de moléculas impressas.

(A) impressdo molecular de enzimas, proteinas
nio enzimaticas e outras macromoléculas

Caracteristicas:

- baseada na rigidez conformacional da proteina

em meio anidro

- utiliza uma macromolécula pré-existente

- 0 ligante induz modificagdes na conformagdo

da macromolécula

- meios com baixo conteido de 4gua sdo necessérios

- € um processo relativamente simples

- apresenta boa seletividade

- no caso de enzimas, uma notdvel intensificagdo desse
processo € verificada em meio ndo aquoso

Proposta para:

- aumentar a velocidade da reagdo enzimética em meio
ndo-aquoso (ou até alterar a especificidadedo substrato)
- bioadsorventes

- separagdes cromatograficas

(Bio) Polimeros de moléculas impressas (covalente ou
nio-covalentemente)

Caracteristicas:

- polimerizacdo ocorre na presenga da espécie que se ligard
ao polimero (esta espécie atuard como um molde, criando o
espago exato para interagir)

- tipicamente usado em solventes organicos

(mas ndo necessariamente)

- boa seletividade

- excelente estabilidade

- maior versatilidade

Proposta para:

- bioadsorbventes

- separa¢des cromatogrificas
- simulagdo de enzimas

- simulagdo de anticorpos

- preparagdo de biossensores

para gerar placas cromatogréficas (camada fina) para a separa-
¢do rdpida de quirais de alguns derivados de aminoédcidos e
Sellergren®®, registrou a utilizacdo dessa técnica como etapa
de enriquecimento seletivo na extragdo da pentamidina (droga
de agdo antiprotozodria) de fluidos biolégicos.

Com o refinamento das técnicas para obtengdo de molécu-
las impressas, uma aplicagdo adicional 6bvia deve ser o uso de
polimeros substratos-seletivos como componentes de sensores.
Por substituigdo da parte biolégica do sistema (enzimas ou
anticorpo) por polimeros cataliticamente ativos ou ligantes es-
pecificos preparados a partir de moléculas impressas especifi-
cas, sistemas mais robustos serdo obtidos. Trabalhos nessa 4rea
ainda sdo raros e poucos dados estdo disponiveis no momento.

Andersson et al.?*, usando medidas de potencial, diferencia-
ram isOmeros 6pticos de derivados de aminodcidos em uma co-

luna que continha moléculas impressas. Em outro estudo®%s,

elipsometria foi empregada para o monitoramento da ligago es-

pecifica da vitamina K; em uma superficie de silicone impressa.

Todos esse estudos sdo preliminares mas ndo ha divida que
em um futuro préximo muitos sensores utilizarfio sistemas sinté-
ticos contendo sitios de ligagio com elevada afinidade e seleti-
vidade. H4 também em curso o desenvolvimento de sistemas
miultiplos similares ao j4 descrito “nariz artificial” (ou eletroni-
co, como preferem alguns autores) para a determinacdo de um
ou vérios compostos. Também é previsto o desenvolvimento de
sistemas de “contato direto”, onde “eletrodos moleculares” pos-
sam estar em intimo contato com o transdutor Boara produzir
uma resposta simultinea no momento da ligagao®™.

Os principais aspectos das estratégias empregadas na
construgdo de moléculas impressas encontram-se resumidas
na Tabela 11.

Atividade enzimitica em fluidos supercriticos (FSC)

Fluidos supercriticos (FSC), sdo materiais acima de suas
temperaturas criticas, condicio em que ndo podem ser ligtefei-
tos. Acima do ponto critico, a energia térmica molecular exce-
de as forgas atrativas entre as moléculas. Conseqiientemente,
as propriedades dos FSC é uma ponte entre as propriedades
dos gases e dos liquidos. g

As densidades dos FSC sdo comparéveis aquelas dos liquidos
enquanto que as viscosidades e os coeficientes de difusdo sao
compardveis aquelas dos gases (Tabela 12). H4 pelo menos uma
ordem de magnitude de diferenca entre as viscosidades dos FSC
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¢ liquidos e desta maneira, os coeficientes de difusio dos FSC
sdo uma ordem de magnitude superior aqueles dos liquidos.

Tabela 12. Propriedades termofisicas dos fluidos supercriticos
comparadas com gases ¢ liquidos.

Propriedade Liquido Gases FSC
Densidade (g/ml) ~1,0 ~0,001 0,05 -1,0
Viscosidade (cp) ~1,0 ~0,01 0,05 - 0,15

Baixas viscosidades aumentam a velocidade de transferén-
cia de massa elevando assim, as velocidades de difusdo. Os
FSC possuem tensdo superficial pr6xima de zero podendo,
portanto penetrar em poros que sdo inacessiveis aos liquidos
convencionais. O uso dos FSC como dispersante para biocati-
lise € relativamente novo. Os primeiros trabalhos concernentes
apareceram em 198526208, Recentemente, o assunto tem sido
revisado por Kamat et al.2%,

Do ponto de vista tecnolgico h4 algumas vantagens em se
realizar reagdes catalisadas por enzimas em FSC a saber:

a. a natureza hidrofébica dos FSC permite a solubilizagdo de
espécies hidrofébicas.

b. ndo ocorre contaminagdo microbiana nos bioreatores de
FSC porque as bactérias ndo crescem em meio ndo-aquoso.

c. a baixa atividade de 4gua do meio alteraré o equilibrio ter-
modindmico das reagdes hidroliticas favorecendo a sintese.

d. as temperaturas criticas e pressdes de uma variedade de
compostos estdo no intervalo de 35 a 50°C e abaixo de 20
MPa, respectivamente.

e. enzimas sdo insoliveis em FSC, sendo facilmente recupe-
radas, tornando sua imobiliza¢do desnecessdria.

f. reagentes gasosos tais como oxigénio e hidrogénio, sdo
altamente misciveis com FSC. Logo, as velocidades de
reagdes envolvendo substratos gasosos ndao € limitada
pela solubilidade.

g. asolubilidade de um material em um FSC pode ser contro-
lada pelo ajuste da pressdo e por adi¢do de pequenas quan-
tidades de co-solventes tais como metanol e acetona.

h. sem modificar o solvente, o fracionamento, a purificagio e
a cristalizagdo do produto na mistura de reac¢do sdo exeqiii-
veis, usando uma etapa de redugdo na pressdo em uma se-
qiiéncia de separadores.
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Tabela 13. Exemplos de reagdes catalisadas por enzimas em fluidos supercriticos.

Enzima Reagio Referéncia
Polifenoloxidase Oxidagdo do p-cresol e p-clorofenol a o-benzoquinona 207
Colesterol oxidase Oxidagdo do colesterol a 4-colesten-3-ona 214-215
Subtilisina Transesterificacdo® 216
Termolisina Oxidacdo de substratos precursores do aspartame 217
Lipases de microrganismos
Rhizopus delemar Interesterificagdodo 4acido estedrico pela trioleina 218
Mucor miehei a. Transesterificagdo do acetato de octil pelo geraniol 219
b. Esterificagdo do dcido miristico pelo etanol
c. Esterificagdo do 4cido oléico pelo etanol 220-222
Candida cylindraceae a. Interesterificagdo do 4cido estedrico pela trioleina 223-225
b. Esterificacdo do 4cido oléico pelo etanol 226

a. reacd@o entre o éster cloro-etil-N-acetil-/-fenilalanina e etanol para produzir o éster etil-N-acetil-/-fenilalanina e cloroetanol.

Ha4 inimeros fatores que afetam a catélise enzimatica em FSC,
nio cabendo aqui sua discussdo. Dentre os parimetros que a
afetam, os mais importantes sdo: pressdo, concentrac@o de dgua,
solvente, temperatura € os processos de transferéncia de massa.

Muitas enzimas sdo ativas e estdveis em FSC. As lipases,
em particular, tém sido amplamente usadas para catalisar uma
variedade de rea¢des em di6xido de carbono supercritico.

A utilizagdo de outros FSC é também de grande interesse de-
vido ao fato de que a velocidade de reagdo de muitas reagdes sdo
mais lentas em diéxido de carbono supercritico do que em outros
fluidos (hexafluoreto de enxofre, etileno, etano, fluoroférmio).

Embora a biocatédlise em FSC tenha sido estudada por mais
de uma década, muitos fundamentos ainda permanecem obscu-
ros. Por ex., a interagio entre solvente-enzima ainda requer
uma avaliagdo qualitativa e quantitativa; a influéncia da dgua
sobre a atividade, estabilidade e especificidade ndo é ainda
previsivel. Este e muitos outros aspectos deverdo ser investiga-
dos em futuro breve.

A partir do trabalho pioneiro de Randolph et al.”™®, onde
ficou demonstrado o uso de um biocatalisador (a fosfatase al-
calina), em FSC, objetivando hidrolizar o fosfato de p-nitro-
fenil diss6dico, inimeras aplicagdes industriais t€ém surgido,
como alternativa para as operagdes de destilagdo e de extragdo
de solvente?!%-213,

Na Tabela 13, lista-se algumas aplicagdes de enzimas que
exibem atividade em FSC.
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CONSIDERACOES FINAIS

Transformagdes enziméticas em meio orginico ja haviam
sido registradas no inicio do século*®. Entretanto, até muito
recentemente havia o consenso de que enzimas poderiam ser
utilizadas apenas em meio aquoso € em temperaturas muito
préximas da ambiente. Em meados da iltima década, os traba-
lhos desenvolvidos pelo grupo de Klibanov'® 1 4! ¢ a seguir
por diversos outros pesquisadores,” !23, abriram novas frontei-
ras para o emprego da enzimologia em meios aquo-restritos,
como por exemplo, a utilizagdo de reagdes enziméticas na trans-
formagdo de espécies insoliveis em dgua, ou a possibilidade
de trabalhar em condi¢bes de temperatura muito mais drésticas
que as usuais em meio aquoso. Neste curto espago de tempo,
diversas aplicagdes surgiram, podendo ser destacada a sintese
de numerosos produtos naturais, farmacéuticos, na drea da
quimica fina e de ingredientes alimentares.

AplicagGes analiticas também tem se beneficiado das reagdes
enziméticas em meio orginico. Biossensores amperométricos
(contendo antigenos, enzimas purificadas, ou tecidos vegetais)
tem sido empregados com sucesso em meio orginico para a
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resolugdo de problemas analiticos em 4reas tdo diversas como
a clinica, na andlise de alimentos e de amostras ambientais.
Tais aplicagdes, ainda incipientes, deverdo registrar um inten-
so crescimento nos préximos anos.

Nota. J4 na etapa de revisfio deste trabalho, tivemos acesso
ao excelente artigo publicado em Quimica Nova®?’, que trata
da imobiliza¢do de lipases em organo-géis, para a sintese de
ésteres alifiticos em meio organico.
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