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RESUMO - A enzima Lecitase Ultra foi imobilizada através de diferentes estratégias
no suporte Immobead-350 com o intuito de avaliar os parametros de imobilizacéo e a
estabilidade térmica e em solvente dos biocatalisadores produzidos. Foram estudadas
as melhores condicGes de imobilizacdo nos pHs 7 e 10. Através dos parametros
avaliados, observou-se que o biocatalisador formado pela imobilizagdo da enzima
direto a pH 7 (durante 3 horas) apresentou a maior atividade do derivado (At, = 16,1
U/g), contudo as demais preparacoes também exibiram elevadas atividades. No ensaio
de inativacdo térmica e na presencga de solvente, o derivado Leci-2p (24 h/pH10) foi
considerado o mais estavel, pois apresentou elevados tempos de meia-vida em todas as
condigdes, sendo maior que os demais a pH 10 (50 °C) e na presenca de acetonitrila 30
% (ty2= 61,9 e 198 minutos, respectivamente).

1. INTRODUCAO

A imobilizacdo de enzimas em suportes soOlidos tem sido um requerimento
indispensavel para a aplicacdo desses biocatalisadores no meio industrial, uma vez que essa
estratégia soluciona os problemas associados com a solubilizacdo de enzimas, permitindo a
recuperacdo do biocatalisador, possibilitando seu uso em reatores continuos e reduzindo 0s
custos de separacao do produto (GARCIA-GALAN et al., 2011).

Diante da grande disponibilidade de suportes para imobilizacdo enzimética, 0s
macroporosos se destacam por permitir a imobilizacdo de uma grande quantidade de enzimas,
mantendo-as completamente dispersas e impossibilitadas de interagir com qualquer interface
externa, estabilizando, assim, a proteina imobilizada e prevenindo a agregacdo, autolise ou até
mesmo protedlise por proteases do extrato (que podem também estar dispersas e
imobilizadas) (BEZERRA et al., 2015).

Nesse trabalho, o suporte escolhido para imobilizagdo enzimatica foi o Immobead-350,
um polimero acrilico macroporoso, altamente hidrofofico, e funcionalizado com grupos epoxi.
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Os ligantes epdxi sdo bastante utilizados para imobilizacdo de enzimas porque permanecem
estaveis durante longos periodos de armazenamento e sdo capazes de reagir com diferentes
grupos presentes na superficie da proteina, como amino, tiol, fendlico e imidazol. (DHAKE et
al., 2012; MATTE et al., 2017).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi imobilizar a Lecitase Ultra no suporte
Immmobead-350 através de diferentes protocolos de imobilizacdo, visando estudar as
melhores condi¢des de imobilizacdo e a estabilidade dos biocatalisadores produzidos. A
enzima Lecitase Ultra (LU) é uma nova lipase microbiana obtida pela fusdo dos genes de
Thermomyces lanuginosus (TLL) e da fosfolipase de Fusarium oxysporum. Essa enzima
possui a peculiaridade de apresentar, aproximadamente, a estabilidade da lipase de (TLL) e a
atividade da fosfolipase de F. oxysporum (GARCIA-GALAN et al., 2014a).

2. METODOLOGIA

2.1. Determinacéo da atividade enzimatica

A atividade da enzima sollvel ou suspensdo foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por (GARCIA-GALAN et al., 2014b), com algumas modificacbes. Uma
unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como sendo a quantidade de enzima capaz
de hidrolisar 1 umol de p-NPB por minuto a 25 °C, pH 7. Os pardmetros de imobilizagdo
foram calculados de acordo com DOS SANTOS et al., (2017).

2.2. Imobilizacdo em Immobead-350

2.2.1. Imobilizac&o por adsorcéao

Um total de 1 g de suporte foi ressuspenso em 10 mL de solucdo enzimatica
(concentracdo maxima de proteina de 10 mg/ mL), preparadas em tampédo fosfato de sodio
(pH 7 - 25 mM) a 25 ° C, sob agitacdo suave durante 2 h. Apds a imobilizacdo, as preparagdes
enzimaticas foram lavadas com tampé&o fosfato de sddio 25 mM - pH 7 para eliminar qualquer
proteina remanescente que ndo tenha se ligado ao suporte. O derivado foi denominado Leci-
Ads.

2.2.2. Estratégia de dois passos de imobilizacdo

O processo de imobilizacdo no suporte Immobead-350 se deu por um mecanismo de
dois passos. Inicialmente, um grama do suporte foi suspenso em 10 mL de solucao enzimatica
(concentracdo maxima de proteina de 10 mg / mL) na presenca de tampéo fosfato de sodio,
pH 7,0 (25 mM), a 25 °C durante um periodo de 3 h. Apds essa etapa, o derivado foi res
suspenso em tampéo bicarbonato de sodio, pH 10 (25 mM - razdo 1:10 m/v) e diferentes
tempos de incubagdo foram testados (1, 5, 16 e 24 horas). Apds a imobilizacédo, as diferentes
preparacdes foram incubadas em solucdo de EDA 1M, pH 10 por 18 horas, a 25 °C. A
nomenclatura do derivado é Leci-2p.

2.2.3. Imobilizacdo direto a pH 10

Um grama do suporte foi suspenso em 10 mL de solucdo enzimatica (concentracao
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méaxima de proteina de 10 mg / mL) na presenca de tampé&o bicarbonato de sodio, pH 10,0 (25
mM), a 25 °C durante um periodo de 24 h. Ap6s a imobilizacdo, o derivado foi incubado em
solucédo de EDA 1M, pH 10 por 18 horas. O derivado foi denominado Leci-CVL.

2.3. Inativacdo térmica e na presenca de solvente

Para verificar o efeito da temperatura sobre a estabilidade dos derivados, suspenderam-
se 0,1 g do biocatalisador em 1 mL de diferentes solucGes tampéo (citrato - pH 5, fosfato de
sodio - pH 7 e bicarbonato de sodio - pH 10), ambos 25 mM, na temperatura de 50 °C. Para
determinar a estabilidade em solvente, 0,1 g dos derivados foram incubados em 1 mL de
solugéo 30 % de acetonitrila/70 % de tamp&o Tris HCI 100 mM, a pH 7.Amostras foram
retiradas periodicamente e a atividade foi medida usando p-NPB como substrato. Meia-vidas
foram calculadas utilizando o método de ajuste exponencial ndo-linear de Sadana e Henley
(SADANA; HENLEY, 1987).

3. RESULTADOS

3.1. Efeito do pH na imobilizacéo enzimatica

A Tabela 1 apresenta os parametros de imobilizacdo das trés diferentes estratégias
estudadas nesse trabalho. De acordo com esses dados, todos os derivados apresentaram
elevados rendimentos de imobilizagdo, confirmando que praticamente toda a enzima foi
imobilizada nas diferentes estratégias de imobilizacdo. Com relacdo a atividade do derivado, o
maior valor foi obtido na imobilizacéo direto a pH 7,0 (Aty= 16,13 U/g), porém ndo houve
diferencas significativas entre as atividades dos derivados das trés preparacoes.

Tabela 1 - Pardmetros de imobilizagdo da Lecitase imobilizada em diferentes pHs (7 e 10 — 25
mM) no suporte Immobead-350, 25°C, por 24 horas.

pH de imobilizacao/ 25°C At; (U/g) Atz (U/Q) Aty (U/Q) RI (%)
pH 7 138,3+1,7 22,7+2,7 16,1+0,2 83,5
pH 7 = pH 10 138,3+1,7 227+27 15,4 +0,2 83,5
pH 10 148,3+1,2 276+3,1 146 +£0,2 80,6

3.1. Estabilidade térmica e em solvente

No ensaio de estabilidade térmica e na presenca de solvente organico (acetonitrila 30%),
o0 derivado Leci-Ads apresentou maiores tempos de meia-vida que o derivado Leci-CVL, em
condigdes mais severas, como incubacdo em pH 10 e na presenca de acetonitrila 30 %, sendo
cerca de 1,1 e 4,4 vezes mais estavel, respectivamente. No entanto, o derivado Leci-2p (24
h/pH10) apresentou elevados tempos de meia-vida em todas as condicdes e, no geral, pode ser
considerado o biocatalisador mais estavel frente aos demais. Os resultados estdo apresentados
na Tabela2.
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Tabela 2 - Tempos de meia-vida em diferentes condi¢des (expresso em minutos) da Lecitase
imobilizada em 1B-350, sob diferentes condic¢des de inativacao.

Condicoes de inativaciao

Amostras pH 5,0 Acetonitrila
@smmy-s0ec P 0 T0C PHIOESPC L sec
Leci-Ads 1848+ 7,1 106,6 + 7,9 206+11  845+21
Leci-CVL 190,2 + 10,2 96,2 2,1 18,7407  29,0+17
Leci-2p (1 h/pH10) 102,1 5,6 534127 554+34  102+95
Leci-2p (8 h/pH10) 85,7+ 7,8 60,6 + 5,2 524+35  849+7,2
Leci-2p (16 h/pH10) 83,9 + 6,1 60,2 + 4,4 468+22 82381
Leci-2p (24 WpH10) 1277 £4,3 88,7+ 5,7 619+51  198,0+12,2

6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, é possivel concluir que as diferentes estratégias de
imobilizacdo da Lecitase no suporte IB-350 foram bem-sucedidas, visto a elevada atividade e
estabilidade dos derivados preparados.
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