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RESUMO - A Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) foi imobilizada em
nanoparticulas superparamagneticas (NMP) de ferro (FesO4) visando a facil recuperacao
do biocatalisador, por exemplo, pela aplicacdo de um campo magnético. Para se avaliar
a influéncia da superficie do suporte na atividade do catalisador, as NPM foram
modificadas pelo recobrimento com y-aminopropiltrietoxissilano (APTES) ou com
polietilenimina ramificada (BPEI), o que possibilita a interacdo das enzimas com o
suporte. As imobilizagdes foram feitas por adsorgéo idnica ou por ligacao covalente apds
a ativagdo das NPM com glutaraldeido. A carga proteica oferecida e o tempo de
imobilizacdo foram estudados. A TLL imobilizada em NPM@BPEI teve atividade
hidrolitica 7 vezes maior quando ligada ao suporte por troca idnica do que quando
imobilizada por ligagdes covalentes. J& no caso das NPM@APTES, ambos os derivados
apresentaram valores de atividade proximos a 140 U/g de suporte.

1. INTRODUCAO

A fim de reduzir o uso de catalisadores quimicos tdxicos, que sdo os principais mediadores de
reacdes industriais, busca-se desenvolver métodos eficazes para utilizar as enzimas como
catalisadores "verdes". Enzimas sdo catalisadores de origem biolégica com um alto potencial em
diferentes areas de aplicacdo da industria, devido a sua alta seletividade, especificidade e atividade em
condicdes brandas (BRIIGIDA, 2010). Atualmente, as enzimas vém alcancando altos niveis de
aplicacdo em diversas areas como a farmacéutica e quimica fina, na modificacdo de alimentos ou na
producéo de energia (por exemplo, biodiesel e bioetanol) (DOS SANTOS, 2015).

Dentre os grupos de enzimas destacam-se as lipases, devido a gama de reacOes catalisadas em
sistemas organicos com baixo teor de agua (esterificacdo, interesterificacdo, aminolise, lactonizacao),
a alta estabilidade nestes ambientes e & possibilidade de utilizacdo em condic¢Ges brandas de reacao.
Essa flexibilidade aliada as diferentes lipases confere a essas enzimas um potencial enorme de
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aplicacdes (DOS SANTOS et al., 2015; KORDEL et al., 1991; SOUZA, 2013). Atualmente, as
lipases sdo enzimas entre as mais utilizadas na biocatélise devido também ao seu baixo custo, a sua
grande disponibilidade, a sua ampla especificidade acoplada em certos casos, a uma alta seletividade
enantiométrica (RUEDA et al., 2015a). A lipase de Thermomyces lanuginosus tem sido bastante
utilizada em estudos cientificos gracas a sua ampla utilizacdo em diferentes reaces, como hidrdlise
de ésteres e transesterificagbes (DOS SANTOS et al.,, 2015; GARCIA-GALAN et al., 2014;
MENDES et al., 2011; RUEDA et al., 2015a), além de apresentarem uma alta estabilidade em uma
ampla faixa de pH (entre 7 e 10), e possuir um potencial de uso na industria de detergentes e
farmacéutica (BRIIGIDA, 2010).

A lipase de TLL apresenta uma grande tampa Unica, capaz de evitar completamente a interacdo
do centro ativo da enzima com meio (RUEDA et al., 2015b). Devido a esta tampa, métodos de
ativagdo da enzima sdo necessarios para melhorar a sua atividade catalitica, como por exemplo,
imobilizacdo da enzima de forma a manter sua tampa aberta constantemente. Esta enzima pode ser
imobilizada em diversos suportes de forma a melhorar a sua estabilidade e manter o seu poder
catalitico. A imobilizacdo de enzimas também pode ter desvantagens, como: a perda da atividade
catalitica, limitagcdes difusionais e a adi¢do de custos ao processo. Logo, o protocolo de imobilizacdo
deve ser bem analisado em cada situacdo, visando aumentar a estabilidade operacional da enzima e
reduzir os custos do processo para possibilitar a aplicacdo industrial do biocatalisador (DOS
SANTOS, 2015; SOUZA, 2013).

As enzimas podem ser imobilizadas covalentemente ou por interacdo idnica as nanoparticulas
superparamagnéticas (NSPM) funcionalizadas (XIE; MA, 2009). Essas nanoparticulas podem ser
separadas do meio reacional por decantacdo magnética ou em reatores de leito fluidizado
magneticamente estabilizados. NSPM funcionalizadas tornaram-se disponiveis comercialmente na
ultima década gracas as varias aplicacGes biotecnoldgicas e biomédicas (NETO, 2015). Elas
consistem de um oOxido de ferro (Fes0a) revestido com, por exemplo, silica que contém extremidades
amina ou carboxilica. Esse revestimento pode ser utilizado para ligar a enzima as NSPM e garantir
uma maior estabilidade fisica a essas nanoparticulas (SHELDON; VAN PELT, 2013). O termo
superparamagnetismo foi introduzido por Bean e Livingstonem 1959 para descrever o comportamento
magnético de particulas magnéticas de dimensdes em escala manométrica (GALVAO, 2014; NETO,
2015).

Modificacbes  foram  realizadas na  superficie das nanoparticulas com  3-
aminopropriltrietoxisilano (APTES), polietilenimina ramificada (BPEI) para proteger as NSPM e
possibilitar a ligacdo das enzimas ao suporte. O polimero APTES (3-aminopropiltrietoxisilano) se
apresenta como um importante agente funcionalizador. Os grupos hidroxilaveis presentes neste
composto lhe conferem grande versatilidade e justificam o uso do polimero APTES como um
promissor agente de adsor¢do de nanoparticulas magnéticas, haja vista que as mesmas, também
dispdem de grupos (-OH) em sua superficie, capazes de se ligar ao polimero atraves de reagdo de
desidratacdo em meio acido. Apos o processo de adsorcdo, as NSPM dispdem de grupos amina
funcionalizantes (GALVAO, 2014).

Polietilenimina ramificada (BPEI) possui uma estrutura ramificada com densidade elevada de
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grupos amino primarios, secundarios. Isto permite que este polimero seja utilizado como um
estabilizador para formar nanoparticulas inorgénicas, tais como NSPM (CAI et al., 2013). A
combinacdo de polimeros que contém esses grupos funcionais e nanoparticulas magnéticas
proporciona a obtencdo de um adsorvente magnético (LARRAZA et al., 2012). O uso desse polimero
altera o comportamento de lipases imobilizadas. O revestimento de BPEI geralmente produz um
aumento significativo na atividade enzimatica, em alguns casos esse aumento é de até 30 vezes (DOS
SANTOS et al., 2014).

A estratégia de imobilizacdo escolhida neste trabalho foi a adsorcéo fisica ou ligagdo covalente
da lipase de TLL nos suportes superparamagneticos: nanoparticulas de ferro revestidas com 3-
aminopropriltrietoxisilano (@APTES) e nanoparticulas de ferro revestidas com polietilenimina
ramificada (@BPEI). Este método foi escolhido para que seja possivel comparar os diferentes
revestimentos e as diferentes formas de imobilizagcdo da enzima ao suporte.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

O extrato comercial da lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) (15,83 mg/mL) foi obtida a
partir da Novozymes (Espanha). Os suportes NPM@APTES e NPM@BPEI foram cedidos pelo grupo
de Quimica de Materiais avancados (GQMat) do Departamento de Fisico-Quimica e Quimica
Analitica da Universidade Federal do Ceard, UFC. O substrato p-Nitrofenil Butirato (opNPB) foi
adquirido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Os demais reagentes utilizados foram de
grau analitico.

2.2 Métodos

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados sdo apresentados como a média
destes valores e com desvio padréo (geralmente abaixo de 10%).

Preparacdo das NSPM: As nanoparticulas foram sintetizadas pelo método da co-precipitacéo,
assistida por aquecimento de micro-ondas. Os difratogramas das amostras confirmaram a formacéo das
nanoparticulas, que apresentaram estrutura cubica do tipo espinel inverso e boa cristalinidade. Foram
obtidos valores de magnetizacdo remanescente e coercividade igual a zero, sugerindo comportamento
superparamagnético (GALVAO, 2014).

Recobrimento do suporte com 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES): A amostra de magnetita
sofreu modificacdo de sua superficie pelo polimero APTES (3-aminopropiltrietoxisilano), utilizando o
aquecimento por micro-ondas. Realizou-se uma etapa de ultrassom na adsor¢do da magnetita, a fim de
se estudar a influéncia dessa técnica na eficiéncia do processo de adsorcdo do APTES. Os dados
obtidos da andlise de Infravermelho (FT-IR), confirmaram a adsorcdo desse polimero as NSPM
(GALVAO, 2014).

Recobrimento do suporte com polietilenimina ramificada (BPEI): A coprecipitacdo assistida por
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NHsOH e a funcionalizacdo por BPEI foram feitas em uma so etapa. A estrutura das NSPM obtidas
apos o recobrimento com BPEI foi avaliada por meio de Difracdo de Raio-X (DRX). A presenca de
grupos funcionais na superficie das NSPM foi confirmada por FT-IR (NETO, 2015).

Ativacdo do suporte com glutaraldeido: A ativacdo das NSPM (0,01g) foi realizada com
glutaraldeido em solucdo de 25% (m/v) na proporcdo de 2,5 mL de solucdo por grama de suporte. A
mistura foi mantida sob agitacdo (45 rpm) por 2 horas a temperatura ambiente (25°C). Finalmente o
suporte foi lavado com tampéo fosfato de sédio 25 mM, pH 7,0 para remover o excesso de agente
ativador, baseado na metodologia utilizada por (SOUZA, 2013). A funcdo do glutaraldeido é reagir
com 0s grupos aminas dos revestimentos (APTES e BPEI), formando uma ligacdo imina e deixando
um terminal aldeido para reagir com os residuos de aminoécidos da enzima (SOUZA, 2013).

Imobilizacdo enzimaética: A lipase de TLL soltvel foi imobilizada em NSPM revestidas por
APTES e em NSPM revestidas por BPEI. Na imobilizacdo do tipo covalente multipontual, o suporte
foi reticulado com glutaraldeido antes de entrar em contato com as enzimas (SOUZA, 2013). Ja para
as NSPM que ndo sofreram reticulagdo por glutaraldeido, as enzimas foram imobilizadas por
interacdo ibnica. O processo de imobilizacdo foi realizado pelo contato de 0,01 g de nanoparticulas
superparamagnéticas com 1,0 mL de solugcdo enzimatica em tampédo de fosfato de s6dio, 5 mM (meio
de imobilizacéo por interagdo idnica) ou 25 mM, pH 7,0. A imobilizagdo ocorreu em reator batelada
sob agitacédo orbital por até 24 h e a 25°C, baseado na metodologia apresentada por (SILVA et al.,
2012).

Atividade catalitica da enzima livre e imobilizada: A atividade hidrolitica da lipase de TLL foi
medida a partir da hidrolise do p-Nitrofenil Butirato (oNPB), na concentracdo de 50 mM. O produto
da hidrdlise do pNPB foi quantificado por um espectrofotdmetro com comprimento de onda de 400
nm (RUEDA et al., 2015a). Na determinacdo da atividade da enzima livre utilizou-se 50 pL de
solucédo enzimatica de concentracdo conhecida (solucdo de enzima e tampéao fosfato de sodio 25 mM,
pH 7,0), 2,5 mL da solugdo de tampdo fosfato de sédio a pH 7,0 e 25 mM a 25°C e 50 pL do
substrato. Observou-se a quantidade de produto formado em 90 segundos segundo a metodologia
descrita por (R10S, 2013). Na determinacéo da atividade da lipase imobilizada, utilizou-se 0,5 mL de
pNPB em contato com 10 mg do derivado em 25,5 mL de solucdo tampéo fosfato de sodio pH 7,0, 25
mM. O sistema foi mantido sob agitacdo mecénica durante pelo menos 15 minutos de acordo com a
metodologia descrita por (RIOS, 2013), com modificacdes. Realizou-se medidas pontuais do aumento
da absorbéancia da solugdo durante o tempo de reacdo, de forma regular. Os célculos de atividade da
enzima livre e imobilizada foram realizados de acordo com (BRIIGIDA, 2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Caracterizaces das NSPM

Apobs terem sido sintetizadas, as nanoparticulas superparamagnéticas foram avaliadas pelo
método Infravermelho (FT-IR) e os resultados sdo mostrados nas Figuras 1 e 2.

NSPM revestidas com APTES: A analise de Infravermelho foi realizada para o processo de
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adsorcdo do polimero APTES, com e sem o auxilio do ultrassom (FIGURA 1). A confirmacgédo da
adsor¢do do polimero, deve-se as bandas em 1113, 1048 e 989 cm?, representando as ligacdes
referentes a estiramento Si-OH e Si-O-Si, respectivamente (FIGURA 1-b). A banda em 1625 cm™,
pode ser atribuida ao estiramento e vibracdo dos grupos N-H livres. Banda de estiramento C-H pode
também aparecer em 2930 e 2862 cm™ (GALVAO, 2014).

Mag-APTES soni Mag-APTES soni

3) ) Mag-APTES Mag-APTES
\ Va S Ry ljll'u'lagnetla )

Transmitancia (u.a.)

4UIEIU I SDIUEI I 2EIIUEI I ‘IDIEIU I 0 Zooo I 1000 I 0
Mimero de onda (cm™)
Figura 1 - Espectro infravermelho das NSPM@APTES. Magnetita adsorvida com APTES com
auxilio do ultrassom (Mag-APTES soni). Magnetita adsorvida com APTES sem ultrassom (Mag-
APTES) (GALVAO, 2014).

NSPM revestidas com BPEI: A partir da analise FT-IR é possivel afirmar que a superficie das
NSPM esta funcionalizada com a polietilenimina ramificada (FIGURA 2). Uma vez que no espectro
da amostra FezO4@BPEI apresenta modos vibracionais relativos a FesO4 e a BPEI livres (NETO,
2015). Os grupos funcionais expressos na analise de infravermelho sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Grupos funcionais expressos na analise de FT-IR (NETO, 2015).

Bandas (cm™?) | Grupos funcionais
587 Estiramento Fe—-O da magnetita
1106 Estiramento C—N da BPEI
1456 Deformacéo angular dos grupos —NH2 (aminas primarias da BPEI)
Deformacao angular dos grupos —NH- (aminas secundarias) da
1615 BPEI
3419 Estiramento N—H da BPEI
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Figura 2 - Analise de infravermelho das NSPM revestidas por BPEI (NETO, 2015).
3.2 Comparac0es entre os revestimentos e tipos de imobilizacao

Para esta analise, utilizaram-se os resultados obtidos nos ensaios de carga maxima e de
atividade do derivado. Compararam-se tanto os tipos de suporte estudados (NSPM@APTES e
NSPM@BPELI), quanto o tipo de imobilizacdo (por ligacdo covalente ou por adsor¢éo idnica).

Carga maxima: De modo geral, o suporte NSPM@BPEI retém uma maior carga enzimatica por
dispor de uma superficie ramificada (aminas primarias, secundarias e terciarias), que aumenta a
interacdo enzima — suporte (TABELA 2). A ativacdo dos suportes com glutaraldeido cria terminais
aldeidos que reagem com os residuos de aminoacidos da enzima, formando ligacdes covalentes. Essa
ativacdo aumenta a superficie de contato das NSPM recobertas com polimeros (APTES ou BPEI), o
que aumenta a retencdo de proteinas no suporte. As lipases geralmente apresentam uma ativacdo
interfacial, ou seja, essas enzimas possuem uma tampa verdadeira que pode se abrir para 0 meio
reacional de acordo com as diferentes formas de imobilizacdo (MANOEL et al., 2015a). Assim sendo,
a carga imobilizada ndo garante uma boa atividade catalitica do biocatalisador, ou seja, caso a forma
de imobilizacdo desfavoreca a abertura da tampa verdadeira, o substrato ndo tera acesso ao sitio ativo
da enzima imobilizada.

Tabela 2 - Carga maxima retida por cada derivado de acordo com o tipo de imobilizacéo

Carga maxima imobilizada (mg e/g suporte)

Tipo de imobilizacdo

NSPM@APTES | NSPM@BPEI
Covalente 0,296 +0,045 0,314 +0,051
IGnica 0,081 +0,01 0,110 +0,03

Atividade do derivado: Os valores de atividade para a lipase de TLL em NSPM@APTES é
aproximadamente 0 mesmo para 0s dois tipos de imobilizacdo. JA& no caso da enzima em
NSPM@BPEI, observa-se uma grande diferenca entre os valores encontrados. Como explicado
anteriormente, a enzima sofre uma distor¢ao espacial quando imobilizada covalentemente sobre esse
suporte devido a seus grupamentos funcionais de superficie (TABELA 3). A lipase de TLL
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imobilizada em NSPM@BPEI por interacdo i6nica apresenta a maior atividade catalitica. 1sso ocorre
gragas a presenca de aminas primarias, secundarias e terciarias na superficie das NSPM@BPEI, que
proporcionam uma maior concentracdo de enzima na superficie do suporte, melhorando a exposi¢édo
do biocatalisador ao substrato. Como as intera¢des i0nicas caracterizam-se como ligagOes fracas, elas
ndo prejudicam a estrutura enzimatica e, consequentemente, ndo afetam o seu poder catalitico.
Pensou-se na possibilidade do suporte catalisar a hidrolise do pNPB, levando a um falso positivo.
Entretanto, de acordo com (SOUZA, 2013), esta possibilidade foi testada em NSPM modificadas por
APTES na auséncia de enzima imobilizada, onde ndo se obteve nenhuma atividade catalitica. Este
resultado mostra que as atividades cataliticas provenientes dos biocatalisadores com enzima
imobilizada provém apenas do sitio catalitico enzimatico e ndo do metal presente nas nanoparticulas.
Observa-se também que apesar da imobilizacdo por adsor¢do ibnica reter uma menor carga
enzimatica, ela apresenta atividade catalitica maior ou igual a obtida pela imobilizacdo por ligacdo
covalente, para ambos 0s suportes. I1sso ocorre gracas a ativacdo interfacial, que depende da forma de
imobilizacdo, como explicado anteriormente. Logo, pode-se concluir que a imobilizagcdo por adsor¢ao
ibnica favoreceu a abertura da tampa verdadeira, melhorando o acesso do substrato ao sitio ativo da
enzima imobilizada (MANOEL et al., 2015b).

Tabela 3 - Atividade dos derivados de acordo com o tipo de imobilizacdo

Atividade do derivado (U/g)

Tipo de imobilizagéo

NSPM@APTES \ NSPM@BPEI
Covalente 140,0 £29,3 27,8 +2.3
I6nica 135,56 +5,8 195,5 +19,9

4. CONCLUSAO

A modificacdo das nanoparticulas superparamagnéticas de ferro por polimeros (APTES e
BPEI) garantiu a protecdo das NSPM e uma melhor interacdo entre o suporte e a enzima. Esses
revestimentos também permitiram a interacdo das NSPM com os grupos aldeidos presentes no
glutaraldeido.

Altas cargas enzimaticas e longos periodos de imobilizacdo prejudicaram a atividade do
derivado devido a formacdo de multicamadas. A ativagdo por glutaraldeido promoveu uma
eficiente imobilizacdo da lipase de TLL em nanoparticulas tratadas por APTES, gerando um
biocatalisador mais estavel e com elevada atividade catalitica.

A superficie ramificada das NSPM@BPEI tanto favorece a imobilizacdo por interacéo
ibnica, quanto prejudica a atividade catalitica da enzima imobilizada por ligacdo covalente,
devido aos grupos aminas primarias, secundarias e terciarias presentes. Essas ramificacGes
proporcionam uma maior concentracdo de enzima na superficie do suporte, melhorando a
exposi¢cdo do biocatalisador ao substrato quando a enzima é imobilizada por ligacdo ibnica. As
imobilizacdes covalentes causam inativacdo da enzima por deformacao da estrutura da proteina.
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