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RESUMO - O suporte quitosana ativado com divinilsulfona foi utilizado para
imobilizar a lipase de Candida antarctica do tipo B (CALB). A quitosana também foi
ativada com glutaraldeido e utilizada como controle. Rendimentos de imobilizagdo, 70
e 91 % foram obtidos quando a CALB foi imobilizada em quitosana ativada com
divinilsulfona e glutaraldeido, com atividade do derivado de 1.86 e 3.16 U/g,
respectivamente. Os biocatalisadores produzidos foram aplicados na hidrdlise do R/S
metil mandelato a pH 5, 7 e 10. Os resultados mostram que a ativa¢do da quitosana
com divinilsulfona é uma boa alternativa para a imobiliza¢do de lipases por ligacdo
multipontual.

1. INTRODUCAO

As lipases sdo enzimas bastante utilizadas nos processos biocataliticos, devido a sua
ampla especificidade, alta estabilidade e reacdes que sdo capazes de catalisar (esterificacao,
hidrolise, transesterificagdes, entre outras) (Rueda et al., 2016). A imobilizagdo de enzimas
em suportes solidos oferece grandes vantagens, como: facilidade de manuseamento e
recuperagdo de reagdo sem consideravel perda de atividade catalitica.

A quitosana é um suporte derivado da quitina, obtido pela sua desacetilagio E
biocompativel, ndo toxico e vem sendo utilizado como suporte para a preparacao de diferentes
biocatalizadores enzimaticos com lipases (Mendes et al., 2013). No caso da quitosana, a
modificacdo de sua estrutura quimica € necessaria para obter um material quimicamente mais
resistente e reduzir sua capacidade de retencao de dgua (Berger ef al., 2004).

Neste trabalho, a quitosana ativada com divinilsulfona foi utilizada para imobilizar a
lipase B de Candida antarctica (CALB). As propriedades deste novo biocatalisador serdo
comparadas aquelas obtidas por imobilizacdo usando glutaraldeido (uma preparacdo muito
estavel) e que tem sido utilizado em diferentes processos biotecnoldgicos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais
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Lipase B de C. antarctica (CALB) foi obtida na Novozymes (Espanha). Quitosana,
Divinilsulfona (DVS), etilenodiamina (EDA) e butirato de paranitrofenila foram adquiridos na
Sigma-Aldrich. Todos os outros reagentes utilizados sdo de grau analitico.

2.2. Procedimentos Experimentais

2.2.1. Ativacao da quitosana

A ativagdo da quitosana com divinilsulfona (DVS) foi realizada conforme descrito na
literatura por Santos et al., (2015a), com modificagdes. A ativacdo da quitosana com
glutaraldeido foi conduzida de acordo com metodologia previamente descrita por Rodrigues
et al., (2008). Apds preparagdo os suportes foram lavados e estocados a 4°C.

2.2.2. Imobilizacao

A imobiliza¢do de CALB em quitosana ativada foi realizada na presenca de Triton X-
100 (0,01%) em tampao bicarbonato de sodio a pH 10 (5 mM) a 25° C por 24 h, sob agitacao
constante. Seguido de incubagdo em 100 mM de tampao bicarbonato pH 10 (1:10 m/v) a 25°
C, durante 24 h. Por fim, foi incubado em etilenodiamina (EDA) IM pH 10, por 24 horas a 4
° C. Ap6s preparacao o imobilizado foi lavado com excesso de dgua destilada.

2.2.3. Determinacao da atividade hidrolitica

A determinacao da atividade hidrolitica foi realizada através da hidrolise do butirato
de paranitrofenila e a concentragdo de p-nitrofenol formado foi quantificada
espectrofotometricamente a 400 nm. Definiu-se 1 unidade de atividade catalitica da enzima
como sendo a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 1 pumol de pNPB por minuto em pH
7,0 a temperatura ambiente. Os valores de rendimento de imobilizagdo foram obtidos pela
diferenca entre a atividade do inicial da solu¢do enzimatica (At)) e a atividade do
remanescente ou sobrenadante (Aty). Determinou-se também a atividade do derivado (U/g)
pelo slope da curva (o) em abs/minu, fator da curva de calibragdo do pnp em pmol/mL.abs,
volume de reagdo (Vr) em mL e a massa do suporte (Ms) em g.

2.2.5. Hidrolise de (R,S) mandelato de metila

A hidrolise dos isomeros (R,S) mandelato de metila foi selecionada como uma reagao
modelo. Adicionou-se 100-200 mg do biocatalisador a 1 mL de meio reacional, contendo
substrato 50 mM em diferentes tampdes (100 mM): acetato de sddio a pH 5, fosfato de sodio
a pH 7 e carbonato de s6dio a pH 10 a 25° C, sob agitacdo continua. A concentragdo da
espécies reacionais foram analisadas por HPLC (Thermo Scientific, Finnigan Surveyor com
um detector de UV PDA) utilizando uma coluna Kromasil C18 (15 cm x 0,46 cm). Amostras
de 20 pL foram injetadas e eluidas a uma vazao de 1,0 mL/min utilizando acetonitrila / fosfato
de amonio 100 mM (35:65 v/v) pH 2,8 como fase mével e deteccdo de UV a 230 nm (Rueda
etal.,2015).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. Parametros de Imobilizacao

A Tabela 1 mostra os parametros de imobilizagdo dos biocatalizadores preparados
neste trabalho. Ambos apresentaram rendimento de imobilizagdo > 70% e atividade
recuperada maior que 35%. Esses resultados provavelmente se devem ao fato de que ambos
os agentes ativadores podem reagir com diferentes por¢des enzimaticas, tais como: grupos
amino de proteinas, tiois, fenois e imidazdis (Santos et al., 2015 a).

Tabela 1 - Rendimento de imobilizagdo (%), atividade do derivado (Atg) €
atividade recuperada (Atg).

Biocatalisadores Rendimento (%) Atp (U/g) Atr(%)
CALB-DVS-CHI 70,1 £ 1 1,86 £ 0,0 38,28+ 0,3
CALB-GLU-CHI 91,0+ 1 3,16 £ 0,0 48,66 + 0,2

Mallin et al. (2014) imobilizou transaminases em quitosana ativada com glutaraldeido
e atingiram rendimentos variando de 20% a 55%, aproximadamente. Quando ativaram
quitosana com divinilsulfona relataram rendimentos semelhantes. O rendimento neste
trabalho foi de 70,1%, superior ao obtido para as transmitases.

3.2. Hidrdlise do (R,S) mandelato de metila

Os biocatalisadores produzidos foram avaliados na hidrolise dos dois isomeros a
diferentes pHs (5, 7, 10) e os resultados sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Atividade especifica (U/mgenzima) para a hidrolise do S mandelato de metila (S-
MM) e R mandelato de metila (R-MM) catalisada pelos biocatalisadores produzidos, sob
diferentes condigdes de pH. A atividade ¢ dada em U por mg de enzima imobilizada.

CALB-DVS-QUI CALB-GLU-QUI

Substrato pHS pH7 pH 10 pHS pH7 pH 10

R-MM 1524+0.7 1554+23 2577+£05 558+0.1 65700 6.57+0.0
S-MM 17.63+0.1 16.67+0.0 22.72+0.6 4.63+0.0 520+00 5.16+0.1
R/S* 0.87+0.0 0.93+£0.1 1.13+£0.0 121+00 126+0.0 127+0.0

* razdo enantiomérica (R/S)

Como pode ser observado na Tabela 2, a CALB imobilizada em quitosana, seguindo
os dois protocolos de ativacdo, apresentou diferentes atividades especificas o que indica que
os biocatalisadores podem ter diferentes orientagdes e/ou graus de interagdo enzima-suporte.
No entanto, ndo foi observado uma variacao significativa na atividade dos biocatalisadores
quando o pH do substrato foi variado. A razdo enantiomérica (R/S), dos dois biocatalisadores
apresentaram valor insignificante, que foi quase mantido inalterado mostrando que ndo houve
seletividade por nenhum isémero. Esses resultados foram inesperados, uma vez que Santos et
al (2015 b), imobilizou CALB em agarose ativada com divinilsulfona e obteve relagdo
enantiomérica R/S de 5,4 £1,6,7,3+1,7¢ 8,0+ 1,5n0s pH 5, 7 ¢ 9, respectivamente.
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4. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que o novo suporte DVS-QUI tem
potencial para ser utilizado na imobilizac¢do de lipases. Assim, o uso de divinilsulfona durante
o processo de ativacdo da quitosana abre uma nova linha de pesquisa, permitindo a modulagao
das interacdes de suporte a lipase visando otimizar as propriedades biocatalizadoras.
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