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RESUMO

Nesse estudo, a lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) e lipase B de Candida antarctica
(CALB) foram covalentemente imobilizadas no suporte heterofuncional octil-agarose ativado
com divinilsulfona. Os biocatalisadores foram bloqueados usando hexilamina (HA),
etilenodiamina (EDA), glicina (GLI) e acido aspartico (ASP) e tiveram a atividade,
estabilidade, especificidade e interagdes estruturais analisadas. Ambas enzimas mostraram
diferencas na estabilidade dos biocatalisadores apos a inativagao em tampao acetato de sédio
50 mM pH 5 e 70 °C (TLL) e 80 °C (CALB), tampao fosfato de s6dio 50 mM pH 7 e 70 °C
(TLL) e 75 °C (CALB) e tampao carbonato de s6dio 50 mM pH 9 e 65 °C (TLL) e 60 °C
(CALB), além de variagdes na especificidade utilizando substratos estruturalmente diferentes
como o pNPB, triacetina e (R)- e (S)- metil mandelato. Para os biocatalisadores compostos pela
enzima TLL, o bloqueio com glicina apresentou a maior estabilidade em todos os pH avaliados.
Analisando a atividade dos biocatalisadores de TLL contra os diferentes substratos, a triacetina
foi o substrato que apresentou uma perda de atividade mais répida entre todos os bloqueios e
pH testados. Em pH 7, por exemplo, a atividade residual do biocatalisador bloqueado com ASP
se mantém em 75 % da atividade inicial usando (R)-metil mandelato como substrato enquanto
com triacetina foi somente 5 %. Para os biocatalisadores compostos pela enzima CALB, o
bloqueio com GLI se mostrou o mais estdvel em pH 5 e 7, enquanto a pH 9 o bloqueio com
EDA foi o mais estavel, mantendo cerca de 25 % da atividade inicial ap6s 10 horas de incubacao
a 60 °C. Considerando a especificidade aos substratos pelos biocatalisadores CALB, o pNPB
foi o substrato que manteve maiores atividades em todos os bloqueios e porcentagens de
inativacao. Pode-se concluir que tais diferengas encontradas foram moduladas pelo protocolo
de imobilizacdo e pelas condi¢cdes de inativacdo, sendo confirmadas por estudos de
fluorescéncia. Entre os biocatalisadores de TLL, a fluorescéncia mostrou que, durante o curso
de inativacao, as distor¢des estruturais de TLL bloqueada com HA foram mais drasticas (valores
Imax baixos € Amax desviados para o vermelho). Para os biocatalisadores de CALB, a analise do
espectro de fluorescéncia novamente revelou alteragdes estruturais no bloqueio com HA, o que
pode justificar a menor atividade deste biocatalisador com pNPB. A andlise funcional e
estrutural dos biocatalisadores parcialmente inativados mostraram que a via de inativagdo €
dependente das caracteristicas do suporte e condi¢des de inativacao.

Palavras-chave: octil-VS-agarose; TLL; CALB; agente de bloqueio; interagdes enzima-

suporte.



ABSTRACT

In this study, lipases from Thermomyces lanuginosus (TLL) and lipase B from Candida
antarctica (CALB) were covalently immobilized on the heterofunctional support octyl-agarose
activated with divinyl sulfone. The biocatalysts were blocked using hexylamine (HA),
ethylenediamine (EDA), glycine (GLI), and aspartic acid (ASP) and had their activity, stability,
specificity and structural interactions analyzed. Both enzymes showed differences in stability
after inactivation in 50 mM sodium acetate buffer pH 5 and 70 °C (TLL) and 80 °C (CALB),
50 mM sodium phosphate buffer pH 7 and 70 °C (TLL) and 75 °C (CALB) and 50 mM sodium
carbonate buffer pH 9 and 65 °C (TLL) and 60 °C (CALB), in addition to showing variations
in specificity using substrates with distinct structures such as pNPB, triacetin and (R)- and (S)-
methyl mandelate. For the TLL biocatalysts, blocking with glycine showed the highest stability
under all pH conditions. Analyzing the activity of TLL biocatalysts against different substrates,
triacetin was the substrate that showed the fastest loss activity among all the blocked agents and
pH tested. At pH 7, for example, the residual activity of the biocatalyst blocked with ASP
remained at 75 % of the initial activity using (R)-methyl mandelate as substrate while with
triacetin it was only 5 %. For CALB biocatalysts, the one blocked with glycine was the most
stable at pH 5 and 7, while at pH 9, the blocking with EDA was the most stable, maintaining
about 25 % of the initial activity after 10 hours of incubation at 60 °C. Considering the substrate
specificity of CALB biocatalysts, pPNPB was the substrate that maintained the highest activities
in all blocked preparations and inactivation percentages. It can be concluded that such
differences were modulated by the immobilization protocol with different blocking agents and
by the inactivation conditions and were confirmed by fluorescence studies. Among the TLL
biocatalysts, fluorescence showed that, during the inactivation course, the structural distortions
of HA-blocked TLL were more drastic (low Inax and redshifted Amax values) than with the other
biocatalysts. For the CALB biocatalysts, the fluorescence spectrum analysis again revealed
structural changes in the blocking with HA, which may explain the lower activity of this
biocatalyst using pNPB. The functional and structural analysis of the immobilized and partially
inactivated enzymes showed that the inactivation pathway depends on the support

characteristics and inactivation conditions.

Keywords: octyl-VS-agarose; TLL; CALB; blocking agent; enzyme-support interactions.
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1 INTRODUCAO

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos que possuem diversas aplicacdes na industria
(HERRERA-MARQUEZ et al., 2019; ROY CHOUDHURY, 2020; SHAHEDI et al., 2021),
principalmente devido as suas caracteristicas como a alta atividade sob condi¢des brandas de
pH e temperatura, alta especificidade e seletividade (REETZ, 2013; SCHMID et al., 2001). Em
2020, o mercado global de enzimas foi estimado em USD 10,68 bilhdes, e a projecdo de
crescimento anual desse mercado é de 6,5 % de 2021 a 2028 (SAMPAIO et al., 2022). Isso
pode ser explicado pela maior procura por processos ecologicamente sustentaveis e pelo
desenvolvimento de estratégias como a imobilizacdo de enzimas, que pode reduzir os custos da
aplicacdo de enzimas em larga escala por permitir o reuso do catalisador e melhor controle do
processo.

As caracteristicas das enzimas séo determinadas pela conformacdo da sua estrutura
tridimensional. Mudancas nessa estrutura podem alterar tais propriedades, como por exemplo
mudancas por modificagdes quimicas ou técnicas de Biologia Molecular (KATSIMPOURAS;
STEPHANOPOULOS, 2021) e por imobilizacdo de enzimas, que podem ocorrer por
imobilizagcdo em diferentes suportes (CHAUBEY et al., 2006; FACCHINI et al., 2018;
RODRIGUES et al., 2013; TAKAC; BAKKAL, 2007) ou por uso de diferentes condigdes
experimentais em um mesmo suporte (ABREU SILVEIRA et al., 2019; ARANA-PENA et al.,
2020a, 2020b; LOKHA et al., 2020). A inativacdo de uma enzima promove mudancas na sua
conformacdo, e essa nova estrutura pode apresentar atividade catalitica, seletividade e
especificidades distintas (RODRIGUES et al., 2013).

As lipases fazem parte do grupo de enzimas mais usadas em processos
biotecnoldgicos e sdo enzimas bastante versateis (ABREU SILVEIRA et al., 2019; PALOMO,
2009; RODRIGUES et al., 2009). Nesse trabalho, a lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL)
e a lipase do tipo B de Candida antarctica foram imobilizadas por ativagéo interfacial em
superficie hidrofobica, garantindo a imobilizacdo na sua forma monomérica e com estrutura
aberta (MANOEL et al., 2015; RODRIGUES et al., 2019). Foi utilizado o suporte
heterofuncional octil agarose-vinilsulfona no qual permite a ligagdo covalente ap0s a primeira
etapa de adsorcio (ALBUQUERQUE et al., 2016; VIRGEN-ORTIZ et al., 2017a). A matriz de
agarose foi escolhida por se tratar de um suporte inerte, que pode facilmente ser funcionalizado,
além de ser transparente e permitir a analise das moléculas de enzima por espectroscopia de
UV-Vis e fluorescéncia (LOKHA et al., 2020; ZAAK et al., 2017b; ZUCCA; FERNANDEZ-
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LAFUENTE; SANJUST, 2016). Os grupos octil permitem a imobilizacdo via ativacéo
interfacial e os grupos vinilsulfona possuem um duplo objetivo: prevenir a perda da enzima sob
condicdes extremas por causa da ligagcdo covalente formada, o que descarta a perda como causa
da inativacdo, e o bloqueio dos grupos vinilsulfona remanescentes com diferentes agentes de
bloqueio permitem alterar as interagdes enzima-suporte (ALBUQUERQUE et al., 2016; DOS
SANTOS et al., 20153, 2015d, 2015¢). O bloqueio final dos biocatalisadores com diferentes
agentes permite alterar a estabilidade, atividade e especificidade da enzima (DOS SANTOS et
al., 2015a; ZAAK et al., 2017b).

As lipases possuem uma ampla especificidade, permitindo acompanhar sua
inativacao utilizando diferentes substratos. Neste trabalho foram empregados como substrato o
metil mandelato (isémeros (R) — e (S) —, dessa forma, também podem ser detectadas alteracdes
da enantioespecificidade), o p-nitrofenil butirato (pNPB), e a triacetina que € o mais semelhante
aos substratos naturais das lipases (triglicerideos).

Assim, pode-se formular a hipdtese de que essas diferentes interagdes enzima-
suporte também podem alterar a via de inativacdo da lipase, produzindo diferentes estruturas
enzimaticas parcialmente inativadas com diferentes propriedades funcionais. Esta informacéo
pode ser relevante para entender a inativacdo de enzimas imobilizadas. Nesse caso, temos
orientacdo enzimatica idéntica, o nimero exato de ligagdes covalentes, e a Gnica diferenca sdo
as propriedades fisicas da superficie do suporte obtidas apds a etapa de bloqueio.

Portanto, o objetivo desse trabalho é o estudo das mudancas conformacionais sob
diferentes condic¢des de inativacdo (tampéo acetato de sédio 50 mM pH 5e 70 °C (TLL) e 80
°C (CALB), tampdo fosfato de s6dio 50 mM pH 7 e 70 °C (TLL) e 75 °C (CALB) e tampé&o
carbonato de sddio 50 mM pH 9 e 65 °C (TLL) e 60 °C (CALB)) de lipases imobilizadas em
suporte octil-agarose ativado com divinilsulfona e bloqueado com diferentes agentes
nucleofilos. Tais mudancas serdo analisadas com o uso de diferentes substratos, no qual pode-
se avaliar as mudancas na especificidade enzimatica, e pelo estudo de fluorescéncia, para
analisar se, juntamente com as alteragfes funcionais, diferentes alteracdes estruturais podem

ser encontradas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os biocatalisadores imobilizados e parcialmente inativados da lipase de
Thermomyces lanuginosus (TLL) e da lipase B de Candida antarctica (CALB) e analisar se as
interacdes produzidas entre enzima e suporte podem alterar a via de inativacéo das lipases pela
producdo de estruturas enzimaticas distintas e, como consequéncia, alterar as propriedades

funcionais dessas enzimas.

2.2 Objetivos especificos

e Imobilizar a lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) e a lipase B de Candida
antarctica (CALB) covalentemente em octil-agarose ativada com divinilsulfona;

e Bloquear os grupos vinilsulfona remanescentes do suporte com 4 agentes nucledfilos
diferentes: acido aspartico, glicina, etilenodiamina e hexilamina;

e Auvaliar a estabilidade térmica dos diferentes derivados produzidos em pH 5, 7 e 9;

e Auvaliar a atividade enzimatica dos diferentes biocatalisadores parcialmente inativados
contra os substratos pNPB, triacetina, (S) — metil mandelato e (R) — metil mandelato;

e Analisar a estrutura, dinamica e interacdes dos biocatalisadores bloqueados e

parcialmente inativados por espectroscopia de fluorescéncia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Enzimas

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos eficientes e responsaveis por acelerar diversos
processos quimicos e bioldgicos. Elas se destacam por sua alta especificidade e atuacdo sob
condicdes de temperatura e pH amenas, minimizando problemas de reacdes indesejadas. O
mercado de enzimas industriais pode ser segmentado em setor téxtil, alimenticio, ambiental,
farmacéutico, entre outros (HERRERA-MARQUEZ et al., 2019; NAGHDI et al., 2018;
PATEL, 2018; XIAOKANG; HAITAO; JIANYONG, 2019). A alta seletividade das enzimas
colabora para que as reacbes sejam eficientes e gerem poucos subprodutos, o que € uma
alternativa ecologicamente melhor aos catalisadores quimicos convencionais (SCHMID et al.,
2001). Além disso, processos mediados por enzimas podem ser mais econémicos no uso de
matérias-primas, consumo de agua e energia, geram menos residuos e muitas vezes sao mais
eficientes em termos energéticos (SHELDON, R. A.; VAN PELT, 2013).

Em meio a grande variedade de enzimas ja descobertas e suas diferentes funces, a
classificacdo numérica de enzimas foi instituida pela International Union of Biochemistry and
Molecular Biology, chamado de nimero E.C. (Enzyme Commission), ele € composto por quatro
nameros sendo classificadas conforme a reacdo em que é catalisada. Atualmente, existem sete
classes de enzimas: oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases, ligases e
translocases (MCDONALD; TIPTON, 2021; NOMENCLATURE COMMITTEE OF THE
INTERNATIONAL UNION OF BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY, 2018).

As hidrolases fazem parte da classe de enzimas mais usada em biotransformagoes
devido a sua ampla especificidade a diferentes substratos, boa acessibilidade comercial, ndo
dependéncia de cofatores e capacidade de catalisar reac6es em altas concentracdes de substrato
(RODRIGUES et al., 2019). As reacGes de clivagem hidrolitica podem ter diferentes funcoes
bioldgicas, como digestdo, desativacdo, degradacdo ambiental e desintoxicacdo. Embora a
funcdo natural das hidrolases seja a clivagem de ligagdes cataliticas pela reacdo com a agua
para quebrar moléculas em estruturas menores, outras reacdes, como condensagoes, também
podem ser catalisadas (WOHLGEMUTH, 2010).

As hidrolases sdo classificadas com numero E.C 3 do sistema de classificagdo das
enzimas, subdivididas em 12 subclasses conforme o tipo de ligac&o hidrolisada. A sua grande

disponibilidade justifica o amplo uso dessa classe de enzimas na industria. Elas possuem



21

robustez e escalabilidade, podendo ser aplicadas em diversas fungfes (WOHLGEMUTH,
2010). Como exemplo dessa classe estédo as amilases, proteases, celulases e lipases, sendo estas

as mais utilizadas em sintese organica (LIMA et al., 2019).

3.1.1 Lipases

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas que catalisam a hidrolise de triacilglicerdis em
glicerol, acilglicerdis e acidos graxos livres. Estudando a modificacdo fisica e quimica dos
alimentos no intestino dos mamiferos. Claude Bernard observou em 1856 a hidrolise de gotas
de oleos insoluveis, convertendo-as em produtos soluveis. Ele entdo atribuiu essa reagdo a uma
enzima que foi posteriormente chamada de lipase pancreatica (HASAN; SHAH; HAMEED,
2006). Seu uso € amplamente descrito tanto em escala laboratorial quanto na industria, por
possuir caracteristicas como enantioseletividade, alta estabilidade na presenca de solventes
organicos, e especificidade sob uma grande variedade de substratos (CAVALCANTE et al.,
2020; RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; SARMAH et al., 2018).

A estrutura tridimensional das lipases tem sido elucidada por técnicas
cristalogréficas de difracdo de raios-X, revelando que todas as lipases exibem um padréo de
dobramento caracteristico, chamado de dobra o/B-hidrolase (STAUCH et al., 2015;
UPPENBERG et al., 1994). O sitio ativo das lipases € composto por uma triade catalitica de
serina, aspartato/glutamato e histidina (DAVID et al., 1992).

Algumas lipases possuem o sitio ativo coberto por uma cadeia polipeptidica no
formato de “tampa”, que permite isolar o sitio ativo do meio de reacao. Essa “tampa” ¢ bastante
flexivel e pode ser deslocada permitindo a exposicao do sitio ativo, configurando a conformacéo
aberta (ativa) e fechada (inativa), sendo a forma aberta ativada na presenca de superficies
hidrofobicas. Esse mecanismo, chamado de ativacdo interfacial (Figura 1), permite que as
lipases sejam adsorvidas em sua forma aberta nessas superficies e atuem na sua interface (L1U,
J.; MA; SHI, 2020; MANOEL et al., 2015; SCHMID, R. D; VERGER, 1998). Tais superficies
hidrofobicas podem ser 6leos (ARANA-PENA et al., 2020b), proteinas hidrofébicas
(PALOMO, J. M et al., 2003), outra lipase na sua forma aberta (PALOMO, J. M. et al., 2005)
ou um suporte hidrofébico (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998).

A “tampa” que isola o sitio ativo das lipases pode variar de tamanho entre as
diferentes lipases conhecidas. Em alguns casos, ela é tdo pequena que ndo isola completamente

0 sitio ativo do meio de reacdo em sua forma fechada, como no caso da lipase do tipo B de
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Candida antarctica (UPPENBERG et al., 1994), enquanto a lipase de Geobacillus
thermocatenulatus possui uma estrutura de “tampa” dupla (CARRASCO-LOPEZ et al., 2009).

Figura 1 - Equilibrio conformacional e ativacdo interfacial das lipases

LIPASE NA FORMA FECHADA LIPASE NA FORMA ABERTA

GOTA DE OLEO

Fonte: Ortiz et al. (2019).

A heterogeneidade de seus substratos naturais (POPPE et al., 2015, 2018;
RODRIGUES; AYUB, 2011) transformou as lipases em enzimas de ampla especificidade,
aceitando substratos muito diferentes dos glicerideos. Assim, além das reacdes de hidrélise
(PRECZESKI et al., 2018), as lipases sdo usadas em esterificacdo (RIOS, N. S. et al., 2018),
transesterificacdo (BAYRAMOGLU et al., 2015), amindlise (LIMA; PORTO, 2017), acidolise
(CHOJNACKA; GLADKOWSKI, 2018; PALLA; CARRIN, 2014), entre outras, como as
chamadas reacdes promiscuas (GUEZANE-LAKOUD; TOFFANO; ARIBI-ZOUIOUECHE,
2017). Essas reagOes podem ser aplicadas na producéo de biodiesel (BINHAYEEDING et al.,
2020), medicamentos (YUAN et al., 2020), alimentos (GERITS; PAREYT; DELCOUR, 2014),
detergentes (PHUKON et al., 2020) ou tratamento de efluentes (PATEL et al., 2020).

As lipases podem ser produzidas por animais, plantas, insetos e micro-organismos,
sendo estes as fontes mais usadas devido ao potencial industrial, disponibilidade, facil manuseio
e possibilidade de aumento de escala (SARMAH et al., 2018; ZHENG, 2018). Lipases de
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diferentes fontes podem apresentar diferentes especificidades quanto ao substrato, o que é
chamado de regioespecificidade. Elas s&o classificadas em dois grupos: sn-1,3-especificas, que
hidrolisam as ligacdes éster nas posicGes sn-1 e sn-3 do glicerol, e as ndo especificas ou
aleatdrias, que agem em todas as trés posicdes (TONGBORIBOON; CHEIRSILP; H-
KITTIKUN, 2010).

3.2 Imobilizacéo de enzimas

As enzimas séo catalisadores bioldgicos que evoluiram para conseguirem responder
as mudancas do meio e condi¢es de estresse. Assim, elas podem ser inibidas por diversos
componentes, sua estabilidade é moderada mesmo em condicdes fisiologicas e suas excelentes
propriedades sdo exibidas apenas em reacOes e substratos fisiologicos (SCHOEMAKER,;
MINK; WUBBOLTS, 2003). Essas propriedades, apesar de fisiologicamente necessérias, sdo
um problema se forem usadas como biocatalisadores industriais, onde se espera que
desempenhem sua funcdo em condi¢bes padronizadas (ORTIZ et al., 2019; RODRIGUES et
al., 2019). Além disso, existem algumas limitacdes que dificultam o uso na sua forma original
em larga escala, como, por exemplo, o alto custo, a baixa estabilidade operacional e recuperagéo
e reuso insuficientes (ZUCCA; FERNANDEZ-LAFUENTE; SANJUST, 2016). Diante dessas
limitacdes, técnicas como a imobilizacdo (MATEO, C. et al., 2007, 2010), metagendmica
(FERNANDEZ-ARROJO et al., 2010; FERRER et al., 2016) e engenharia de proteinas
(RODRIGUEZ-NUNEZ; BERNAL; MARTINEZ, 2021) podem ser usadas como alternativas
para explorar melhor o potencial das enzimas.

Uma busca realizada no banco de dados SCOPUS dos termos “immobilization” e
“enzyme” em titulos, resumos e palavras-chave resultaram em aproximadamente 41 745
documentos publicados até o ano de 2022, revelando um nimero anual crescente de publicacdes
relacionadas a imobilizacdo enzimatica a partir da década de 1970 (Figura 2). Esse aumento
mostra que essa técnica se destacou nos ultimos anos e segue se desenvolvendo com a
contribuicdo de novas publicagbes. Por exemplo, no ano de 2021 foram publicados 1 876

documentos associados aos termos imobilizacdo e enzimas.
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Figura 2 - Crescimento em nameros de publicacGes relacionadas aos termos “immobilization”

e “enzyme” na base de dados SCOPUS (busca por titulo, resumo, palavras-chave)
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Fonte: SCOPUS (2022).

A imobilizacdo se destaca pela simplicidade e diversidade de métodos que se
adequam a uma grande variedade de enzimas, conseguindo melhorar a estabilidade, atividade,
especificidade e resisténcia a inibidores (MATEO, C. et al., 2007; RODRIGUES et al., 2013).
Além disso, possui a vantagem de permitir a separagdo do biocatalisador do meio de reagdo e
recuperacao dos produtos, reduzindo o custo operacional total.

As estratégias de imobilizacdo mais utilizadas atualmente podem ser categorizadas

em trés tipos, como descrito a seguir e demonstrado na FIGURA 3.
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Figura 3 - Métodos de imobilizacdo enzimatica. (A) Imobilizacdo por ligacdo ao suporte, (B)
imobilizacdo por encapsulamento e (C) imobilizacdo por ligagdes cruzadas

L

A) LIGAGAO AO SUPORTE B) ENCAPSULAMENTO C) LIGAGOES CRUZADAS

Fonte: elaborada pela autora (2022).

e Imobilizacao por ligacdo ao suporte (FIGURA 3A):

A ligacdo fisica, que pode ser por interac6es hidrofébicas ou forca de van der Waals,
é mais fraca, sendo menos estavel sob condi¢cfes adversas. A imobilizacdo por adsorcao ibnica
é um método mais efetivo se comparado a adsorc¢éo fisica, e se da por atracOes eletrostaticas
entre as cargas opostas do suporte e da enzima. As ligacdes covalentes podem ser consideradas
as mais interessantes do ponto de vista industrial, pois sdo as que fornecem uma maior
estabilidade da ligacdo. Esse método pode ser usado para manipular a orientagédo correta de uma
enzima por meio das interacdes do suporte com determinados residuos de aminoacidos,
permitindo que a enzima se ligue de forma controlada (FU; REINHOLD; WOODBURY, 2011,
SHELDON, R. A.; VAN PELT, 2013; WAHAB et al., 2020).

¢ Imobilizacao por encapsulamento (FIGURA 3B):

A imobilizacdo por encapsulamento corresponde ao aprisionamento fisico de
enzimas livres ou ligadas, fisica ou covalentemente, em uma matriz polimérica ou membrana
gue permita a passagem de substratos e produtos. Nesse método, a estrutura da enzima nao é
afetada e pode reduzir a desnaturacgdo por agentes externos, como as proteases, entretanto, pode
haver limitacbes na transferéncia de massa e perda da enzima (HOMAEI et al., 2013,
SHELDON, R. A.; VAN PELT, 2013; THOMPSON et al., 2019).
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e Imobilizacdo por ligagdes cruzadas (FIGURA 3C):

As ligages cruzadas entre moléculas de enzimas, também chamadas de reticulagéo,
surgiram como alternativa as estratégias de imobilizacdo em suportes solidos. Entre as
vantagens dessa estratégia estdo o seu baixo custo e também por resultar em um biocatalisador
de atividade enzimatica bastante concentrada, ja que em outros métodos ocorrem a dilui¢do da
atividade enzimatica resultante da adicdo de uma grande proporcdo de massa nao-catalitica
(suporte) (SHELDON, R. A., 2007; SHELDON, R. A.; VAN PELT, 2013).

Existem dois tipos principais de uso de ligacdes cruzadas, em uma € feita a
cristalizacdo da enzima (CLECs) e na outra ocorre a formacdo de agregados enzimaticos
(CLEASs), ambas formam uma estrutura enzimatica insoltvel enquanto mantém sua estrutura
terciaria e, deste modo, sua atividade catalitica (ZUCCA; FERNANDEZ-LAFUENTE;
SANJUST, 2016). Uma desvantagem dos CLECs é a necessidade da cristalizacdo da enzima,
que é um processo laborioso e necessita de enzimas com alta pureza.

As enzimas reticuladas sdo preparadas por etapas de agregacdo e precipitacao,
seguidas do uso de um agente bifuncional que vai promover a reticulagdo, comumente se utiliza
o glutaraldeido. A reticulacdo ocorre pela reacdo dos grupos amino livres dos residuos de lisina
da superficie das moléculas de enzimas com os oligdmeros ou polimeros de glutaraldeido
resultantes da condensagdo aldolica inter e intramolecular (NGUYEN et al., 2019; SHELDON,
2011).

Cada estratégia de imobilizacdo possui vantagens e desvantagens, € necessario 0
estudo para adequacdo dos métodos as enzimas e suportes utilizados no processo. A
imobilizacdo vai causar alteracOes fisicas que afetardo a atividade e estabilidade enzimaética,
portanto, problemas como distorcdes, limitacdes difusionais e o bloqueio fisico do sitio ativo
podem ser comuns.

Para ocorrer a catalise de uma enzima imobilizada, os substratos devem se difundir
atraveés de uma solucédo para o sitio ativo da enzima e os produtos liberados também devem se
difundir para a solugdo. Nesse processo, por exemplo, podem ocorrer problemas dentro dos
poros de um suporte que recebe uma menor concentracdo de substratos do que as enzimas
localizadas na superficie. Em outros casos, as limitagdes difusionais podem ser vantajosas na

ocorréncia de inibicdo por substrato, pois menores concentracdes de substrato dentro dos poros
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promove uma maior atividade enzimética se comparada a altas concentracbes dele
(RODRIGUES et al., 2013; WAHAB et al., 2020).

A imobilizacdo de enzimas também fornece uma alternativa para diminuir
problemas de inibicdo devido a alta concentracdo de substrato ou formacdo de produtos
inibidores na reacdo. Isso pode ser alcancado quando a ligagdo com o suporte blogueia o sitio
de inibicdo da enzima, evitando a ligacdo do inibidor, ou em casos que o inibidor necessita
induzir alguma mudanca conformacional na enzima, nessa situacédo, a imobilizacdo covalente
multipontual pode fornecer maior resisténcia a este efeito inibitorio (GARCIA-GALAN et al.,
2011; RODRIGUES et al., 2013).

A estabilizacdo operacional é uma caracteristica fundamental para a aplicacao de
um biocatalisador imobilizado em larga escala. Portanto, a utilizacao de protocolos que visem
a prevencdo de dissociacdo de subunidades, agregacdo, autdlise ou protedlise sdo muito
importantes (WAHAB et al., 2020). As ligacdes covalentes multipontuais sdo ligacoes fortes
que permitem aumentar a rigidez da estrutura formada entre enzima e suporte, reduzindo a
flexibilidade da conformacdo e modificacbes estruturais causadas por fatores externos
(RODRIGUES et al., 2013). As ligacdes covalentes multipontuais sdo comumente empregadas
em protocolos de imobilizacdo de enzimas multiméricas (formadas por diferentes subunidades),
pois elas atuam prevenindo a dissocia¢do de uma ou mais subunidades ap6s a imobilizacéo, o
que pode causar a inativacdo completa da enzima (GARCIA-GALAN et al., 2011; WAHAB et
al., 2020).

3.2.1 Suportes para imobilizagéo de enzimas

Os suportes desenvolvidos para imobilizacdo enzimatica devem possuir
caracteristicas e funcionalidades que permitam a interacdo com as enzimas. Destacam-se a nao-
toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade de reutilizacdo e a
disponibilidade de sitios ativos que permitam a funcionalizagdo de grupos reativos (BILAL,;
IQBAL, 2019).

Existem outros fatores que influenciam na escolha do suporte, como: o custo da
matriz e reagentes para a funcionalizagdo, o uso de suportes e reagentes inofensivos para a
salde e meio ambiente e as suas propriedades mecanicas devem ser compativeis com as

aplicacdes. Além disso, a area superficial, porosidade e tamanho da particula também devem
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ser consideradas para a selegdo da matriz (ZUCCA; FERNANDEZ-LAFUENTE; SANJUST,
2016).

Uma grande variedade de matrizes tem sido usada para a imobilizacdo enzimatica,
elas podem ser compostas de polimeros sintéticos organicos, como as matrizes Sepabeads
(TORRES; BATISTA-VIERA, 2012) e Eupergit C (KNEZEVIC et al., 2006); biopolimeros
como a quitosana (PINHEIRO et al., 2019), alginato (DE OLIVEIRA et al., 2018) e agarose
(RIOS, N. S. et al., 2019); ou polimeros inorganicos como a silica (ARCA-RAMOS et al.,
2016) e nanoparticulas magnéticas (SINGH et al., 2016).

O uso de matrizes a base de agarose tem se mostrado eficiente para imobilizacéo de
enzimas, pois podem ser facilmente manipuladas e ativadas, além de poderem ser analisadas
por métodos espectrofotométricos (ARANA-PENA et al., 2019; GUISAN, 1988; LOKHA et
al., 2020). A agarose é um biopolimero extraido de algas marinhas que possui carater
hidrofilico, granulos porosos, resisténcia mecénica e € inerte quimica e fisicamente (ZUCCA;
FERNANDEZ-LAFUENTE; SANJUST, 2016). Os grupos hidroxilas presentes na sua
estrutura podem ser funcionalizados quimicamente por agentes bifuncionais como a
epicloridrina (DA SILVA et al., 2019), divinilsulfona (DOS SANTOS et al., 2015a) ou
glutaraldeido (SATAR; ANSARI, 2017). Ela pode ser comercializada no formato de
microesferas com diametros e tamanhos de poros variados, sendo a Sepharose® um dos
produtos mais conhecidos.

3.2.2 Grupos funcionais

Para otimizar a estabilizacdo de um biocatalisador imobilizado é importante o uso
de protocolos de ativacdo que fornecam uma alta densidade superficial de grupos reativos. Os
suportes heterofuncionais sdao materiais que possuem pelo menos dois grupos funcionais com
diferentes funcdes em sua superficie. Eles podem produzir uma primeira imobilizacéo,
geralmente por adsorcdo, enquanto o outro grupo € responsavel por promover a ligacao
covalente, permitindo o controle da imobilizacdo e a possibilidade de formar ligacOes
covalentes multipontuais (BARBOSA et al., 2013; ZAAK; SASSI; FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2018).

Os grupos funcionais do suporte que véo se ligar a enzima sé@o chamados de bracos
espacadores. Eles podem ser longos, evitando que o suporte seja um obstaculo estérico para a

reagdo, ou podem ser curtos, fornecendo maior rigidez para a ligacdo e, consequentemente,
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maior estabilidade (GARCIA-GALAN et al., 2011). Entre os grupos funcionais mais usados na
ativaco de suportes solidos est&o os grupos glioxil (ARANA-PENA et al., 2019), epoxido (DA
SILVA et al., 2019), aldeidos (SATAR; ANSARI, 2017), glutdmico (RUEDA et al., 2016) e
divinilsulfona (DOS SANTOS et al., 2015a).

3.3 Ativacao de suportes com divinilsulfona

A divinilsulfona é uma molécula que pode ser utilizada para a ativacdo de matrizes
contendo grupos hidroxila. Originalmente, ela foi aplicada na reticulacdo do gel de agarose para
obter carreadores cromatogréaficos mais rigidos (PORATH; LS; JANSON, 1975). Suportes
ativados com divinilsulfona (DVS) sdo adequados para a estabiliza¢do de enzimas por formar
ligacGes covalentes multipontuais intensas, além de ndo necessitar de uma etapa de reducéo.
Eles podem ser usados para imobilizagdo em um amplo intervalo de pH (5 — 10), diferente do
suporte octil-glioxil que requer pH alcalino para a imobilizacéo, permitindo a ligagdo da enzima
com diferentes orienta¢fes (DOS SANTOS et al., 2015a).

A divinilsulfona é composta por dois grupos vinil (R-CH = CH,) e um grupo
sulfona (R-S(=0)(=0)-R’), ao se ligar a um suporte um dos grupos vinil é desfeito, sendo
chamado de grupo vinilsulfona. A estrutura quimica da divinilsulfona estd demonstrada na
FIGURA 4 e suas propriedades fisico-quimicas na TABELA 1.

Figura 4 - Estrutura quimica da molécula de divinilsulfona
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Fonte: elaborada pela autora (2022).
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Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas do composto divinilsulfona

Propriedades Fisico-Quimicas

Nome (IUPAC) 1-ethenylsulfonylethene
Classe quimica Compostos sulfurosos
Formula molecular | C4Hs02S

Peso molecular 118.15

Cor Incolor

Forma Liquida

Ponto de ebulicdo | 234.5 °C

Ponto de fusédo -26.0 °C

Ponto de fulgor 217 °F

Densidade 1.18 g/cm® a 20 °C
Pressao de vapor | 0.78 [mmHg]

Fonte: PUBCHEM COMPOUND SUMMARY FOR CID 6496, DIVINYL SULFONE (2022).

Alguns suportes homo e heterofuncionais tém sido ativados com grupos
vinilsulfona para imobilizacdo enzimatica, como, por exemplo, a agarose, octil-agarose, SBA-
15 funcionalizado com grupos amino, nanoparticulas magnéticas de FezO4 revestidas com acido
oleico, entre outros (ALBUQUERQUE et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2015b; MEDINA-
CASTILLO etal., 2012; RIOS et al., 2016).

Com a ativagdo usando DVS, foram obtidos melhores resultados que os
encontrados com o suporte glioxil, que ja foi descrito como o0 mais adequado para essa estratégia
(MATEO, C. et al., 2006). Os grupos vinilsulfona podem reagir com aminas primarias e
secundarias, hidroxilas, imidazol ou grupos tiol (ILAN; MORTON; CHANG, 1993; ORTEGA-
MUNOZ et al., 2010) sendo estaveis em um amplo intervalo de pH (de 4 a 10) (DOS SANTOS
etal., 2015a).

De acordo com o pH escolhido para a imobilizacdo, os grupos vinilsulfona
apresentam reatividades distintas com os aminoacidos cisteina, lisina, histidina e tirosina, desse
modo, é possivel imobilizar a enzima sob diferentes orientacdes alterando os parametros de
imobilizacdo. Além disso, incubacdo em pH alcalino apds a imobilizacdo permite 0 aumento
do namero de ligagdes entre a enzima e o suporte ativado com divinilsulfona, aumentando a
rigidez da ligagéo e evitando mudancgas na estrutura da enzima (DOS SANTOS et al., 20153,
2015b).

O suporte ativado com divinilsulfona é caracterizado por ter bragos espagadores
relativamente longos, como pode ser observado na FIGURA 5, reduzindo possiveis obstaculos
estéricos, entretanto, pode diminuir a rigidez da ligacdo covalente multipontual, obtendo uma

menor estabilizagdo enzimatica se comparado aos suportes ativados com grupos glioxil (DOS
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SANTOS et al., 2015b, 2015c). Apesar disso, suportes ativados com divinilsulfona foram
empregados para a imobilizagdo de diversas enzimas como lipases de Candida rugosa,
Rhizomucor miehei, Thermomyces lanuginosus e Candida antarctica B, quimotripsina e [3-
galactosidase (ALBUQUERQUE et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2015a; PINHEIRO et al.,
2019; ZAAK; SASSI; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2018).

Figura 5 - Ativacdo da agarose com divinilsulfona e reacdo do suporte ativado com proteinas
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Fonte: Dos Santos; Rueda; Barbosa; Millan-linares et al. (2015).

3.4 Imobilizacdo da lipase de Thermomyces lanuginosus

Thermomyces lanuginosus é um fungo filamentoso termofilo responsavel pela
producdo de muitas enzimas de interesse comercial, como as lipases. A lipase de T. lanuginosus
(TLL) contém 269 residuos de aminoacidos, massa molecular de 31,7 kDa e ponto isoelétrico
4,4 (JHA et al., 1999). Ela possui forma esférica de dimensdes de 35A x 45A x 50 A, com sitio
ativo composto pela tipica triade catalitica Ser-His-Asp e uma tampa que cobre o sitio ativo em
formato de alca movel, correspondendo aos aminoacidos de posicdo 86 — 93 (DEREWENDA
etal., 1994). A tampa possui residuos hidrofébicos na face interna que interagem com as regifes
hidrofobicas ao redor do sitio ativo, mantendo a enzima na conformacéo fechada e inativa.
Enquanto na presenga de superficies hidrofobicas a tampa é aberta conduzindo a enzima a sua
forma ativa, pois o sitio ativo esta acessivel aos substratos (JACOB; SUTHINDHIRAN, 2020;
MATEO, C. et al., 2007; SIBALIC et al., 2020). Este mecanismo, chamado de ativacio
interfacial, estd demonstrado na TLL na FIGURA 6.
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Figura 6 - Estrutura 3D da forma fechada e aberta de TLL
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Fonte: Protein Data Bank (PDB) obtido no Pymol vs. 0.99 Fernandez-lafuente (2010).

A TLL na sua forma livre apresenta alta estabilidade entre 55 e 60 °C e méaxima
atividade proximo de pH 9. A alta atividade e estabilidade da TLL permitem a sua aplicacao
em diversos meios de reacdo (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; MONTEIRO et al., 2021,
SHAHEDI et al., 2021). Preparagdes de TLL s&o comercializadas pela Novozymes como a
Lipolase®, obtida a partir de TLL recombinante expressa em Aspergillus oryzae, além de
também ser vendida na forma imobilizada em silica por adsorcdo ibnica, com o nome de
Lipozyme TL IM® (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; PENG et al., 2002). Apesar de ser uma
enzima bastante estavel, métodos de ativacdo de TLL podem promover melhor atividade
catalitica e estabilidade, como, por exemplo, a imobilizacdo pode manté-la na sua conformacéo
aberta constantemente (BASTIDA et al., 1998).

A estabilizacdo de uma enzima pode ser alcangada por meio da imobilizacéo
covalente multipontual. Essa ligagéo intensa entre enzima e suporte, que ocorre em valores de
pH acima de 10, é resultado de uma orientacdo da superficie do suporte na regido que contém
maior densidade de grupos lisina da enzima (MATEOQO, C. et al., 2010). Como a TLL possui
apenas 7 residuos de lisina (DEREWENDA et al., 1994), a imobilizagdo covalente se torna
mais lenta. A aminacdo quimica é uma alternativa para a obtencdo desse tipo de ligacédo
covalente, além de permitir a imobilizacdo em valores de pH abaixo de 10. A imobilizacao de
TLL aminada melhorou a estabilizacdo em até 5 vezes se comparada a enzima ndo modificada
e obteve atividade recuperada de aproximadamente 70 % (RODRIGUES et al., 2009).

Estudos de imobilizagdo da TLL demonstraram que as propriedades da enzima
podem ser moduladas pelas condi¢cbes de imobilizacdo em octil-agarose, alterando a
estabilidade, atividade e especificidade (LOKHA et al., 2020). Similarmente, também foi
demonstrado que a depender do pH de imobilizagdo em resinas hidrofdbicas, a
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regiosseletividade da enzima pode ser distinta. De tal modo que foram obtidas preparacdes de
TLL capazes de hidrolisar a posi¢do 2 dos triglicerideos (ABREU SILVEIRA et al., 2017),
apesar de a TLL ser reconhecida como uma lipase especifica da posicédo 1,3 (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010).

A TLL imobilizada tem sido aplicada em processos de producao de biodiesel. Dizge
e colaboradores (2009) imobilizaram a TLL covalentemente em uma matriz polimérica
microporosa contendo grupos aldeidos, obtendo eficiéncias de imobilizacdo acima de 80 % e
manutencdo da atividade enzimatica por até 10 ciclos. Também foram desenvolvidos CLEAS
de TLL combinados com nanoparticulas magnéticas, o que permitiu combinar caracteristicas
como alta especificidade, estabilidade e facil recuperacdo da enzima resultando em um
catalisador promissor para a producéo de biodiesel (ZHANG et al., 2015). A Lipozyme-TL IM
também conseguiu catalisar a transesterificacdo de 6leo de cozinha residual para a producéo de
biodiesel, retendo 36 % da atividade inicial a 45 °C e 1 % a 55 °C apds o sétimo ciclo (YAGIZ;
KAZAN; AKIN, 2007).

3.5 Imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica (CALB)

A levedura Candida antarctica foi inicialmente isolada de sedimentos coletados do
fundo do lago hipersalino e coberto de gelo chamado Vanda, localizado na Antartida
(NIELSEN; ISHII; KIRK, 1999). Duas o/p hidrolases desta levedura, denominadas lipase A
(CALA) e lipase B (CALB) foram caracterizadas, purificadas, clonadas e superexpressas em
Aspergillus oryzae (HOEGH et al., 1995). CALA e CALB estdo entre as lipases mais usadas
em biocatalise. CALA é uma enzima muito interessante, por possuir alta estabilidade térmica e
por atuar na hidrdlise das ligacdes éster na posicao sn-2 dos triglicerideos. Entretanto, a CALB
tem se mostrado uma enzima com mais vantagens devido a melhor atividade dessa enzima em
comparacdo com a CALA contra os substratos mandelato de metila ou triacetina (ARANA-
PENA; LOKHA; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2019).

A CALB é uma enzima globular composta por 317 residuos de aminoacidos, com
massa molecular de 33 kDa, ponto isoelétrico 6 e seu sitio ativo é constituido pela triade
catalitica Serina 105/Histidina 224/Aspartato 187 (UPPENBERG et al., 1994). Aminoacidos
como valina, leucina, isoleucina, glicina e alanina contribuem com 40,1 % da sequéncia
proteica, enquanto serina e treonina contribuem com 18,3 % do total de aminoacidos. Os demais

aminoéacidos consistem em 15,8 % de acido aspartico, acido glutamico, asparagina e glutamina;
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9,46 % para prolina; 7,6 % para triptofano, tirosina e fenilalanina; 5,6 % para arginina, lisina e
histidina; e finalmente os ultimos 3,15 % correspondem a cisteina e metionina (UPPENBERG
etal., 1994).

O pH étimo da CALB para a catélise é 7, embora seja estdvel em meio aquoso em
um intervalo de pH 3,5 a 9,5. A temperatura de desnaturacdo varia entre 50 °C e 60 °C,
dependendo do pH do tampé&o usado, valores de pH mais baixos ddo mais estabilidade a enzima,
suportando maiores temperaturas (ANDERSON; LARSSON; KIRK, 1998).

A CALB possui uma “tampa” muito pequena que ndo isola totalmente o centro
ativo do meio, dessa forma ela ndo sofre um aumento de atividade pela ativagao interfacial.
Apesar disso, ela foi imobilizada com sucesso em diversos suportes hidrofébicos como o
Eupergit C (BARBOSA et al., 2010), octil-agarose (ARANA-PENA et al., 2020b) e octil-
glioxil-agarose (RUEDA et al., 2015), pois ainda pode ficar adsorvida neles através das areas
hidrofébicas proximas ao seu centro ativo (BASTIDA et al., 1998; FERNANDEZ-LAFUENTE
et al., 1998). Além disso, a pequena “tampa” faz com que esta enzima ndo tenha tendéncia a
formar dimeros lipase-lipase (PALOMO, J. M. et al., 2005, 2004).

A CALB ¢é encontrada comercialmente na forma imobilizada com o nome de
Novozym 435, produzida pela Novozymes, ela foi imobilizada via ativagéo interfacial na resina
acrilica macroporosa Lewatit VP OC 1600 e o primeiro documento que relata o seu uso é de
1992. Apesar de apresentar alguns problemas em seu uso, como lixiviacdo enzimaética e
fragilidade mecanica, ele € um biocatalisador de muito sucesso com aplicacdes em diversas
areas (ORTIZ et al., 2019).

A imobilizagdo da CALB tem sido bastante descrita como uma alternativa para
melhorar suas caracteristicas e estabilidade. Dos Santos e colaboradores (2015d) imobilizaram
a CALB em agarose ativada com divinilsulfona e concluiram que a mudanca no pH de
imobilizacdo permitiu alterar a atividade, estabilidade e especificidade da enzima e a incuba¢édo
em condi¢des alcalinas também apresentou mudancas nas caracteristicas iniciais da CALB.

Hernandez e colaboradores (2011) imobilizaram a CALB em octadecil-sepabeads
e puderam demonstrar este biocatalisador é estavel para uso na presenca de altas concentraces
de peroxido de hidrogénio. A enzima néo apresentou modificagdes pela incubagdo em perdxido
de hidrogénio. Para obtencdo desse resultado, foi feita uma comparacdo com a CALB da
Novozym 435, esta aumentou sua mobilidade eletroforética, enquanto a CALB imobilizada em

octadecil Sepabeads permaneceu quase inalterada.
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A CALB também foi imobilizada em quitosana ativada com divinilsulfona, o
protocolo de ativagdo foi otimizado, produzindo um biocatalisador mais estavel, além de
apresentar melhores atividades na hidrolise do hexanoato de etila quando comparado aos
resultados encontrados na literatura (PINHEIRO et al., 2019).

3.6 Bloqueio com nucleofilos

Como ponto final da reacdo de imobilizacao, € recomendado realizar o blogueio
dos grupos funcionais remanescentes ndo ocupados pela enzima. A escolha do agente para o
bloqueio ira depender das propriedades da enzima, entre 0s mais utilizados estdo a
etilenodiamina, glicina, acido aspartico, lisina, cisteina e mercaptoetanol.

Os protocolos de bloqueio costumam usar altas concentracfes de agente, variando
entre 1 e 3 molar, dependendo da solubilidade, e pH alcalino (BONOMI et al., 2013). Essa
etapa previne reacGes ndao controladas entre enzima e suporte ap6s a imobilizacdo e também
podem ser usados para solucionar problemas de hidrofobicidade do suporte (BARBOSA et al.,
2013). A hidrofobicidade do suporte é favoravel para a imobilizacdo enzimatica, mas pode ser
um problema para a estabilizagdo final da enzima. Foi demonstrado que o uso de compostos
hidrofilicos (como os aminoacidos) na etapa de bloqueio pode compensar estes problemas
(MATEDQ, C. et al., 2002).

O bloqueio de grupos remanescentes também modifica as interacbes enzima-
suporte, influenciando diretamente a estabilidade, atividade e especificidade do biocatalisador
(DOS SANTOS et al., 2015e). Neste trabalho, foram escolhidos quatro agentes de blogueio:
acido aspartico, glicina, etilenodiamina e hexilamina, cujas estruturas quimicas estdo
demonstradas na FIGURA 7.
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Figura 7 - Estrutura quimica dos nucleofilos usados para o bloqueio dos biocatalisadores
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Eles ficardo ligados ao suporte através de interacdes covalentes muito estaveis,
tornando as superficies dos biocatalisadores diferentes em cada bloqueio. O &cido aspartico
possui dois grupos anidnicos e um catidnico, a etilenodiamina possui dois grupos cationicos, a
hexilamina possui um grupo amino secundario que se ligara ao suporte e também uma longa
cadeia alifatica que estara em contato com a enzima, e por fim, a glicina possui pequenos grupos

muito hidrofilicos, sendo um grupo catidénico e um aniénico (SOUZA et al., 2021).
3.7 Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é um método utilizado para o estudo da estrutura,
dindmica e interacdes de proteinas em solucdo (EFTIN, 1991). Este método é uma ferramenta
importante no desenvolvimento de pesquisas em bioguimica por sua robustez, alta sensibilidade
(pequena quantidade de amostra necessaria) e por permitir a obtencéo de informacdes sobre
proteinas com pouca modificacdo da sua estrutura (CHAN et al., 2013).

Moléculas em seu estado natural, também chamado de estado fundamental,
apresentam uma configuracdo cuja energia total € a menor possivel. Apos absorver radiacéo, a
molécula assume uma nova configuracdo de maior energia, chamada de estado excitado, e entdo
pode voltar ao estado fundamental emitindo ou ndo radiacéo. A fluorescéncia € um fenémeno

que ocorre em uma molécula cromdfora apos ela absorver fétons do ambiente, eles elevam a
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energia dos elétrons dessa molécula, passam pelo processo de transi¢do do estado excitado ao
fundamental e entdo emitem fotons (EFTIN, 1991; LAKOWICZ, 2006).

A fluorescéncia ocorre tipicamente em moléculas aromaticas, como € o exemplo da
quinina. Grupos fluorescentes intrinsecos (que estdo contidos na propria molécula) e
extrinsecos (que podem ser adicionados ao sistema) sdo chamados de fluoréforos. Eles
absorvem a luz em um comprimento de onda especifico (chamado de comprimento de onda de
excitagdo, Aex), € apos um intervalo, denominado de tempo de decaimento da fluorescéncia (t),
a energia ¢ emitida em um comprimento de onda mais longo e especifico (chamado de
comprimento de onda de emissao, Aem) (GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014).

Proteinas contendo os aminoacidos arométicos fenilalanina, tirosina e triptofano
absorvem e fluorescem na faixa ultravioleta de 250 — 400 nm. Entre eles, o triptofano € o mais
estudado e possui 0 maior rendimento quantico, que é a medida correspondente a eficiéncia da
conversao dos fotons absorvidos durante a excitacdo em fotons de emissdo (CHAN et al., 2013).
Uma propriedade que diferencia a fluorescéncia do triptofano das demais ¢ o fato dele
apresentar dois tempos de vida de fluorescéncia diferentes (~0,5 e ~3,1 ns), estudos indicam
que os dois tempos sdo inerentes a estrutura do Trp e independentes do comprimento de onda
de excitacdo (GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014).

A fluorescéncia do triptofano é muito sensivel a polaridade do meio, pH ou presenca
de inibidores, assim, o seu comprimento de onda de emissdo é bastante varidvel entre as
proteinas. Por exemplo, o uso de suportes hidrofobicos, como o octil-agarose, pode promover
um ambiente mais hidrofobico para os residuos de triptofano e assim aumentar a sua intensidade
de fluorescéncia intrinseca. Enquanto os residuos de triptofano que se tornaram mais expostos
ao solvente apds a imobilizacdo vao apresentar uma intensidade de fluorescéncia intrinseca
mais baixa (LOKHA et al., 2020).

A aplicacdo de técnicas de fluorescéncia em estudos de imobilizacdo de lipases
contribui para elucidar a causa de variagdes na atividade, especificidade ou estabilidade da
enzima que podem ser causadas por rearranjos estruturais. Suportes a base de agarose tornam
possiveis tais estudos devido a transparéncia desse material (ZUCCA; FERNANDEZ-
LAFUENTE; SANJUST, 2016).

A lipase B de Candida antarctica (CALB) foi imobilizada em suporte ativado com
divinilsulfona sob diferentes condi¢gdes. Como resultado, as caracteristicas entre as preparacoes

foram alteradas, sugerindo a ligacdo ao suporte por diferentes orientacfes da enzima. Essas
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diferencas foram confirmadas pelo espectro de fluorescéncia, com a formacdo de diferentes
estruturas apos a imobilizagdo (DOS SANTOS et al., 2015b).

Zaak e colaboradores (2017) imobilizaram as lipases Lecitase Ultra, CALB e TLL
em suporte octil-glioxil para avaliar o efeito da natureza do tampao na estabilidade das enzimas.
Nesse trabalho, a espectroscopia de fluorescéncia revelou um rearranjo estrutural nas enzimas
imobilizadas na presenca de alta de concentracdo de fosfato (ZAAK et al., 2017b).

Em outro estudo, a TLL foi imobilizada por ativacdo interfacial em octil-agarose
sob 16 condicdes diferentes, sendo avaliadas as propriedades enzimaticas dos biocatalisadores
preparados. Os resultados indicaram que as condi¢des de imobilizacdo determinaram as
propriedades finais da enzima, entdo foi realizado uma andlise de fluorescéncia que confirmou
a existéncia de diferentes estruturas tridimensionais, correlacionando tais diferencas estruturais

com as diferencas funcionais encontradas (LOKHA et al., 2020).
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4 METODOLOGIA

4.1 Ativacdo do suporte Octil-VS

O suporte octil foi ativado conforme o protocolo descrito por Albuquerque e
colaboradores (2016), com adaptagdes. Uma porcédo de 10 g de octil-agarose foram adicionados
a uma solucdo de 2,5 mL de divinilsulfona e 66,6 mL de tampé&o carbonato de sodio 333 mM
pH 11,5, obtendo uma concentracéo final de 0,35 M de divinilsulfona. A ativacdo ocorreu sob
agitacdo leve por 2 horas e entdo o suporte octil-VS foi lavado abundantemente com &gua, seco

a vacuo e armazenado a 4 °C.

4.2 Imobilizacéo enzimatica

Uma porc¢éo de 10 g do suporte octil-vinilsulfona (OC-VS) foi suspensa em 100 mL
de cada solucdo enzimatica, TLL (2 mg/g) e CALB (1 mg/g), ambas preparadas em tampéao
acetato de sédio 5 mM e pH 5. O pH de imobilizacdo foi escolhido porque nele a taxa de
imobilizacdo de proteinas aos grupos vinilsulfona é baixa, permitindo apenas a imobilizagdo
por ativacao interfacial com os grupos octil disponiveis no suporte (DOS SANTOS et al.,
2015a). Apos a completa imobilizacdo da enzima, os biocatalisadores OC-VS-TLL e OC-VS-
CALB foram incubados em tampdo carbonato de sédio 50 mM pH 8 durante 4 horas para
permitir a formacéo das ligacdes covalentes (ALBUQUERQUE et al., 2016). A imobilizacdo e
a incubacdo foram acompanhadas periodicamente com medidas da atividade enzimética do
suporte e do sobrenadante usando pNPB como substrato. Para a imobilizacdo da CALB em
suporte octil, foi seguido 0 mesmo protocolo citado acima, com excecdo da etapa de incubacéo

em pH 8.

4.2.1 Bloqueio com diferentes nucledfilos

Como etapa final da reagéo, o biocatalisador imobilizado OC-VS-TLL e OC-VS-
CALB foram incubados com diferentes nucledfilos: etilenodiamina (EDA), hexilamina (HA),
glicina (Gli) e &cido aspartico (ASP) na concentracdo de 2 M, pH 8 por 24 horas (10 mL de

solugéo de bloqueio por grama de suporte). Essa etapa tem a funcdo de bloquear os grupos
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reativos remanescentes (ALBUQUERQUE et al., 2016). Os biocatalisadores foram lavados

abundantemente com agua, secos a vacuo e armazenados a 4 °C.

4.3 Determinacéo da atividade enzimatica usando diferentes substratos

p-nitrofenilbutirato (pNPB): A atividade enzimatica foi determinada pela medida de
p-nitrofenol liberado pela hidrélise do pNPB. 50 uLL de pNPB 50 mM em acetonitrila
foi adicionado em 2,5 mL de tampdo fosfato 25 mM pH 7. A reacgdo € iniciada com a
adicao de 50 pL de enzima (livre ou imobilizada) e quantificada a 348 nm por 90
segundos sob agitacdo magnética. Uma unidade de atividade enzimatica é definida
como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 1 umol de pNPB por minuto a 25 °C
e pH 7 (sob essas condigdes, € = 5150 M~ cm™) (LOMBARDO; GUY, 1981);

Triacetina: Foi preparada de 2 a 4 mL de solu¢do de 50 mM de triacetina em tampéao
fosfato de sddio 50 mM a 25 °C e pH 7. A essa solucao foi entdo adicionado de 0,05 —
0,1 g do biocatalisador sob leve agitacdo. A esse pH, a producéao de 1,2 diacetina sofre
migracdo acil e uma mistura com 1,3 diacetina é obtida. A reagdo de converséo foi
determinada por HPLC usando coluna Kromasil C18 (15 cm x 0.46 cm). As amostras
foram analisadas usando uma solugédo de 15-85 % (v/v) de acetonitrila-dgua como fase
movel a uma vazdo de 1 mL/min e a deteccdo foi realizada com um detector UV a 230
nm. Conversdes na faixa de 15 a 20 % foram usadas para calcular as taxas de reacao
inicial. Os tempos de retencdo foram de 4 minutos para ambos produtos e 18 minutos

para o substrato;

(R)- e (S)- mandelato de metila: A reacdo foi realizada usando 50 mM de R- ou S-
mandelato de metila em 50 mM de tampdo fosfato de sédio a pH 7,0 e 25 °C. De 0,5 —
3,5 mL do substrato foi adicionado a 0,025 — 0,5 g de biocatalisador, sob agitacéo leve.
O produto foi analisado em HPLC usando uma coluna Kromasil C18 (15 cm x 0,46 cm)
tendo como fase movel uma solucéo de 35 % de acetonitrila/65% agua Mili-Q contendo
10 mM de acetato de aménio a pH 2,8 e fluxo de 1 mL/min. Os compostos foram
determinados com detector UV/VIS a 230 nm e os tempos de retencdo foram de cerca
de 2,4 minutos para acido mandélico e 4,2 minutos para mandelato de metila.

Conversdes entre 15 e 20 % foram usadas para calcular as taxas de reagéo inicial.
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4.4 InativacOes enzimaticas

As inativacdes dos biocatalisadores foram realizadas em pH 5, 7 € 9 e em diferentes
temperaturas, pois devido as distintas estabilidades encontradas, foi necessario selecionar
diferentes temperaturas para cada valor de pH. Amostras dos biocatalisadores obtidos pela
imobilizacdo de TLL em octil-VS e de CALB, em octil e octil-VS, foram incubadas em tampéo
acetato de sodio 50 MM pH 5 a 74 °C paraa TLL e 80 °C para a CALB, tampéo Tris 50 mM
pH 7,0 a 73 °C para a TLL e 75 °C para a CALB (tampéo fosfato ndo foi utilizado pelo seu
efeito negativo na imobilizacdo de lipases (KORNECKI et al., 2020; ZAAK et al., 2017b), e
tampdo carbonato de s6dio 50 MM pH 9 a 71 °C paraa TLL e 60 °C paraa CALB.

Periodicamente, a atividade residual foi mensurada usando pNPB como substrato.
A atividade residual foi calculada como a porcentagem remanescente da atividade inicial. Para
a andlise das amostras dos biocatalisadores inativados, o curso de inativacdo foi interrompido
guando a atividade residual estava em aproximadamente 75 %, 50 % e 25 %. Os
biocatalisadores parcialmente inativados foram lavados com tampéo Tris 50 mM pH 7, filtrados
a vacuo e armazenados a 25 °C por 24 horas para permitir possiveis reativacdes das enzimas
inativadas, e entdo foram armazenados a 4 °C para analise das atividades com os demais

substratos e estudo de fluorescéncia.

4.5 Analise de fluorescéncia

A fluorescéncia intrinseca dos biocatalisadores imobilizados de TLL e CALB,
suspensos em tampdo Tris-HCI 100 mM pH 7, foram analisadas e forneceram informacdes
sobre as diferencas estruturais entre eles ap6s passarem por distintos bloqueios e condi¢6es de
inativacdo. O volume de 100 puL de uma suspensao 1:10 (m/v) de cada biocatalisador contendo
20 pg de proteina para a TLL e 10 pg de proteina para a CALB foram adicionados em uma
placa escura de poliestireno de 96 pogos. A andlise foi feita com excitagdo a 280 nm, com
espectro de emissdao de 300 a 500 nm e intervalo de 2 nm, em leitor de microplacas Synergy
Mx, BioTek® utilizando o software Gen5. A variacdo da intensidade de fluorescéncia maxima
(Almax) e do comprimento de onda maximo (AAmax) foram calculados subtraindo os espectros
dos suportes bloqueados sem enzima imobilizada dos espectros contendo a TLL e a CALB

imobilizada.
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4.6 Analise estatistica

Os dados de atividade enzimaética obtidos durante e ap0s as inativacdes foram
avaliados estaticamente por analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 95 % de nivel de

significancia. O software Origin Pro 8.5 foi usado para processar os dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

PARTE I: Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL)

5.1 Artigo publicado

Priscila M. Paiva Souza, Diego Carballares, Nerea Lopez-Carrobles, Luciana R.B.
Gongcalves, Fernando Lopez-Gallego, Sueli Rodrigues, Roberto Fernandez-Lafuente, Enzyme-
support interactions and inactivation conditions determine Thermomyces lanuginosus lipase
inactivation pathways: Functional and florescence studies, International Journal of Biological
Macromolecules,  Volume 191, 2021, Pages  79-91, ISSN  0141-8130,
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2021.09.061.

5.2 Imobilizagdo de TLL em suporte octil-VS

A enzima TLL foi imobilizada por ativacdo interfacial em octil-VS, usando uma
concentracdo de 2 mg de enzima por g de suporte, sob as condic¢des citadas anteriormente na
sessdo de Materiais e Métodos. O pH 5 para a imobilizacdo foi escolhido para permitir apenas
a imobilizacao por adsorcdo da enzima aos grupos octil, pois a taxa de imobilizacéo de grupos
VS é baixa nessa condi¢do (DOS SANTOS et al., 2015a). A enzima foi imobilizada aos 30
minutos de reacdo, obtendo uma porcentagem de imobilizacdo de 98 % e atividade final de
20,31 U/mL, como € possivel observar na TABELA 2. O pouco tempo para a imobilizagdo se
deu pois, sob baixa forca idnica, lipases de diversas fontes sdo adsorvidas rapidamente ao
suporte (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998).

Tabela 2 — Atividade enzimatica durante a imobilizagdo de TLL (2 mg/g) em octil-VS usando

p-NPB como substrato. As condic¢Ges de imobilizacdo estdo descritas na sessao 4.2 de Materiais

e Métodos
Tempo (minutos) Atividade enzimatica (U/mL)
0 25,56 + 0,56
30 (sobrenadante) 0,45+ 0,02
30 (suspenséo) 20,31+ 1,17

Fonte: elaborada pela autora (2022).
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Ap6s a imobilizagdo, o biocatalisador foi incubado em tampéo carbonato 50 mM
pH 8 durante 4 horas para permitir a formacéo de ligacGes covalentes entre a enzima e 0S grupos
VS do suporte (ALBUQUERQUE et al., 2016). A atividade enzimatica durante a incubacéo
(TABELA 3) inicialmente apresentou um aumento na atividade, possivelmente devido a
mudanga de pH e as novas interag0es formadas. Ao decorrer da incubacdo, houve uma queda
na atividade relativa, finalizando esta etapa com 92 % de atividade em relacéo a etapa anterior
de imobilizacéo a pH 5.

O aumento e posterior diminuicao na atividade relativa pode ser explicado por uma
formagéo de um gradiente de pH. Gradientes internos de pH podem ser formados em enzimas
imobilizadas em suportes porosos e isso pode ser considerado uma desvantagem, uma vez que
o pH interno do suporte torna-se diferente daquele do meio. Se o valor de pH externo nédo
corresponder ao pH ideal para a atividade enzimética, como na situacdo do inicio da incubacéo
em pH 8, € possivel que a presenca de gradientes de pH resulte em aumento da atividade, mas
ao passar do tempo de incubacdo ocorre um equilibrio do pH interno e externo e a atividade
diminui (RODRIGUES et al., 2013).

Tabela 3 — Atividade enzimética de TLL medida com pNPB durante a incubacdo em tampéao
carbonato de sédio 50 mM pH 8

Biocatalisador Atividade relativa (%0)
OC-VS-TLL (ap6s imobilizacao) 100 £ 5,7
OC-VS-TLL (0Oh de incubagéo) 1215+ 14
OC-VS-TLL (1h de incubacéo) 1148+ 0,7
OC-VS-TLL (2h de incubacéo) 118+1,4
OC-VS-TLL (3h de incubagéo) 97,1+£5,6
OC-VS-TLL (4h de incubacéo) 92+0,4

Fonte: elaborada pela autora (2022).

5.3 Efeito do bloqueio nos biocatalisadores OC-VS-TLL

Apos a incubacdo a pH 8, os grupos vinilsulfona remanescentes foram blogueados
com 4 diferentes nucledfilos visando modular as propriedades da enzima e também alterar as

interacdes entre enzima e suporte. Estudos anteriores com lipases imobilizadas em suportes



45

divinilsulfona demonstraram que a etapa de blogueio permite alterar a atividade enzimatica,
estabilidade e especificidade dessas enzimas (DOS SANTOS et al., 2015e). O bloqueio teve
duracdo de 24 horas, e obtiveram-se os biocatalisadores OC-VS-TLL-ASP, bloqueado com
acido aspartico, OC-VS-TLL-GLI, blogueado com glicina, OC-VS-TLL-EDA, bloqueado com
etilenodiamina e OC-VS-TLL-HA, bloqueado com hexilamina.

Na TABELA 4, sdo apresentadas as atividades enzimaticas de cada biocatalisador

apos a incubacdo por 24 h em cada agente de blogueio.

Tabela 4 — Efeito do agente de blogueio no biocatalisador OC-VS-TLL. A atividade enzimatica

foi medida com pNPB durante a incubacao com diferentes nucledéfilos por 24h a pH 8

Biocatalisador Atividade relativa (%)
OC-VS-TLL 100+ 04
OC-VS-TLL-ASP 1252+ 9,6
OC-VS-TLL-GLI 127,9+6,9
OC-VS-TLL-EDA 1145+3
OC-VS-TLL-HA 58,1+38

Fonte: elaborada pela autora (2022).

As atividades de ASP, GLI e EDA apresentaram um aumento em relacdo a atividade
antes do bloqueio, enquanto no bloqueio com HA houve maior reducdo de atividade,
alcancando 58 % de atividade relativa. Esse comportamento € similar ao encontrado por Dos
Santos (2015¢), em que a enzima TLL imobilizada em octil-VS apds incubacdo com hexilamina
apresentou uma diminuicdo significativa da atividade enzimatica. O que indica que esse
reagente afeta negativamente as propriedades da enzima ou pode impedir uma interacéo
adequada entre enzima e suporte. Para 0s outros agentes de blogueio ndo ocorreram mudancas

significativas na atividade.

5.4 Efeito da atividade dos biocatalisadores versus diferentes substratos

As atividades iniciais dos diferentes biocatalisadores bloqueados contra os 4

diferentes substratos usados nesse trabalho sdo mostrados na TABELA 5.
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Tabela 5 — Atividade em U/g de diferentes biocatalisadores TLL imobilizados contra os
substratos (R)- e (S)- metil mandelato, triacetina e pNPB

Atividade (U/g de biocatalisador)

Preparacdo | Agente de N (R)-Metil (S)-Metil
de TLL Blogueio PNPB Triacetina mandelato* | mandelato*
ASP 1975+11,8 61,9+39 552+0,27 7,32+£0,51

O?L\is' GLI 203,2+142 67,346  6,07+0,29 6,68 £ 0,40

EDA 2229+ 15,6 851+68 6,22+0,32 7,29 + 0,49

HA 88,4+7,1 6,9+04 2,38 £ 0,13 2.16+0,11
*A atividade foi multiplicada por 100.

Fonte: elaborada pela autora (2022).

Usando pNPB como substrato, os biocatalisadores apresentaram maior atividade, e
somente o biocatalisador blogqueado com hexilamina teve uma atividade menor se comparado
as outras preparagdes. O biocatalisador blogueado com EDA apresentou atividade
aproximadamente 10 % maior se comparado com as outras duas preparacdes (ASP e GLI). Esse
mesmo comportamento foi relatado em trabalhos anteriores, no qual a etapa de bloqueio com
nucleofilos produziu um aumento na atividade enzimética de TLL usando pNPB como
substrato (DOS SANTOS et al., 2015e).

Triacetina é o segundo melhor substrato para esses biocatalisadores, apesar do
biocatalisador bloqueado com hexilamina ter atividade mais de 12 vezes menor se comparado
ao biocatalisador bloqueado com EDA. Este é o de maior atividade, com aproximadamente 30
% a mais do que os outros dois biocatalisadores. A atividade de ambos os isdmeros de metil
mandelato sdo muito baixas, sem preferéncia relevante entre um dos isdémeros. Os
biocatalisadores blogueados com EDA e glicina tiveram a maior atividade usando o isdmero R,
enquanto o bloqueado com HA foi novamente o menos ativo (menor que 40 %). Com o isdbmero
S os biocatalisadores bloqueados com EDA e acido aspartico foram os mais ativos, seguido do
bloqueado com glicina. Desse modo, os biocatalisadores iniciais (sem inativacao) apresentaram
especificidades diferentes em relacdo a esses 4 substratos, sugerindo que os diferentes
biocatalisadores podem ter uma estrutura inicial diferente como resultados dos diferentes

blogueios.
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5.5 InativagOes térmicas dos biocatalisadores TLL

A FIGURA 8 mostra o curso de inativacdo dos 4 biocatalisadores de TLL em pH
5, 7 e 9. Foram realizados testes para adequacdo da temperatura de cada inativacdo e entdo
selecionadas 74 °C para o pH 5, 73 °C parao pH 7 e 71 °C para o pH 9. Essas temperaturas
foram ajustadas para permitir a obtencdo de cursos de inativacdo confiaveis para todos os
biocatalisadores no pH determinado, pois foram obtidas preparacdes com diferentes
estabilidades.

Figura 8 — Cursos de inativacdo dos biocatalisadores OC-VS-TLL-ASP (m), OC-VS-TLL-GLI
(e), OC-VS-TLL-EDA (A) e OC-VS-TLL-HA (¢). Condicdes de inativacdo: (A) Tampéo
acetato de sddio 50 mM pH 5 e 74 °C; (B) Tampédo Tris HCI 50 mM p H 7,0 e 73 °C; (C)
Tampdo carbonato de sodio 50 mM pH 9,0e 71 °C
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Fonte: elaborada pela autora (2022).
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A pH5e9 (FIG. 8A e 8C), o biocatalisador blogqueado com glicina mostrou-se o
mais estavel, seguido do bloqueado com aspértico, EDA e por Gltimo o menos estavel foi o
bloqueado com hexilamina. A pH 7 (FIG. 8B) o biocatalisador bloqueado com glicina continua
sendo o mais estavel, seguido do aspartico, enquanto os cursos de inativacdo de EDA e
hexilamina foram muito similares. Portanto, a glicina, que apresenta grupos cationicos e
anidnicos em sua estrutura (FIGURA 7), é 0 agente que fornece maior estabilidade no bloqueio
de biocatalisadores OC-VS-TLL. Esse comportamento também foi observado por Albuquerque
e colaboradores (2016) com a andlise de estabilidade de preparactes de lipases imobilizadas
em OC-VS a pH 5.

Os agentes de bloqueio EDA e HA, que possuem natureza catinica na superficie
de suporte, apresentaram a menor estabilidade enzimatica. Provavelmente, as interacdes
produzidas no bloqueio ajudaram a manter estruturas enzimaticas errbneas durante a inativacdo
enzimatica, tornando-se negativas para a estabilidade da enzima (VIRGEN-ORTIZ et al., 2016,
2017b). O é&cido aspartico, que possui natureza anidnica (2 grupos anibnicos e 1 grupo
catiénico), apresentou diferencas na estabilidade do bloqueio se comparado a glicina. Essas
diferencas podem ser causadas pelo segundo grupo aniénico ou pelo maior tamanho do
aspartico, facilitando a interagdo com mais grupos da enzima imobilizada se comparados com
a glicina.

Estudos sugerem que a superficie do suporte com caréater idnico semelhante ao da
enzima pode colaborar positivamente para a estabilidade enzimatica, pois certa repulsdo entre
enzima e superficie do suporte ajudam a manter a conformacéo da enzima (LI1U, H. et al., 2014;
LIU, H.; DONG; SUN, 2015; WANG; DONG; SUN, 2011; YANG et al., 2012; YU; DONG;
SUN, 2012). No entanto, isso ndo é totalmente seguido com a TLL, pois a glicina foi 0 agente
de maior estabilidade entre os biocatalisadores. Albuquerque e colaboradores (2016) utilizaram
a TLL imobilizada em suporte octil ativado com divinilsulfona obtendo um tempo de meia vida
de aproximadamente 30 minutos em uma inativacdo em tampéo acetato 50 mM, pH 5a 70 °C.
Portanto, pode-se concluir que as preparacfes de TLL blogueadas com &cido aspartico, glicina
e EDA forneceram uma maior estabilidade aos biocatalisadores se comparados a essa mesma
condig&o de inativacao.

Apobs as inativacdes, foram obtidas preparacdes de diferentes atividades residuais,
aproximadamente 75 %, 50 % e 25 %, e elas tiveram o efeito das inativacdes analisadas sob

diferentes substratos e por espectro de fluorescéncia.
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5.6 Reativacdo enzimética usando pNPB como substrato

As atividades de diferentes amostras dos biocatalisadores foram medidas por pNPB
durante a inativacdo e ap0s 24 h de incubacdo a pH 7 e 25 °C (TABELA 6) para permitir a
reativacdo da enzima nesse periodo e evitar que a determinacdo da atividade pudesse sofrer
interferéncias.

Na inativacdo a pH 5, o biocatalisador bloqueado com acido aspartico apresentou
uma maior recuperacdo da atividade apds 24 h nas amostras mais ativas (75 % e 50 %),
aumentando de 63 % para 90 % e de 50 % para 71 %. Enquanto no Gltimo ponto (25 %), a
preparagdo bloqueada com EDA obteve maior reativagdo, passando de 26 para 57 % de
atividade. Na inativacdo a pH 7, o biocatalisador bloqueado com EDA apresentou a maior
recuperacdo de atividade em todos os pontos analisados. Em geral, as enzimas inativadas em
pH 7 recuperaram menos atividade do que as inativadas em pH 5. Entretanto, para as amostras
inativadas a pH 9, a preparacdo bloqueada com EDA apresentou menor recuperacdo de
atividade, passando de 22 % para 31 % no ultimo ponto (25 %), enquanto as bloqueadas com
aspartico recuperaram a maior atividade no biocatalisador mais inativado (25 %), passando de
22 % para 62 %. No segundo ponto analisado (50 %), o biocatalisador bloqueado com glicina
permitiu a maior reativacao enzimatica, passando de 45 % para 88 % ap0s 24 horas.

Portanto, todos os biocatalisadores puderam recuperar parte da sua atividade
perdida na inativacdo, como ja foi reportado anteriormente (SOLER et al., 1997; SUESCUN et
al., 2015). A recuperacdo da atividade enzimatica depende das interaces produzidas entre a
enzima e a superficie do suporte (ALBUQUERQUE et al., 2016; DOS SANTOS et al., 20153,
2015b, 2015d, 2015¢), e também das condicGes de inativacdo, o que pode alterar a via de
inativacdo (SANCHEZ et al., 2016).
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Tabela 6 — Atividade residual dos diferentes biocatalisadores de TLL durante o curso de inativacdo,apH5e 74 °C,pH7e73°CepH9e 71 °C,

e apos 24 h de incubacgdo a pH 7 e 25 °C usando pNPB como substrato

Atividade residual (%)

Condico de Asp Gli EDA HA

inativacao Inativacéo Apds 24h Inativacao Apds 24h Inativacéo Apds 24h Inativacao Apds 24h

75% 63,3+3,1 90,3+1,3 743+21 88,1+4,0 59,4+ 3,0 78,3+3,3 61,4+33 81,2+39

g 50% 50,3+1,8 71,3+£31 43,6 £3,2 68,1+29 46,5+2,3 66,6 £ 2,8 479+24 61,3+3,1
o

25% 249+11 432+2,1 24,1+£0,9 36,1+24 269+12 57,7+ 3,1 26,1+13 382+25

75% 774 +3,6 76,7+ 3,6 70,7+£3,1 85,737 60,7+ 2,8 83,1+24 65,7+ 25 71,4+3.2

; 50% 526+21 50,6 £2,6 478+24 419+22 50,7+ 2,6 71,0+£31 53,8+ 3,0 50,9+28
o

25% 248+11 324+£13 26,1+12 240+£21 289+0,9 49,6 +23 26,6 +0,5 24720

75% 61,4+29 93,9+37 709+34 96,7+4,3 67,2+ 3,6 84,3+33 71,1471 106,9+4,1

; 50% 470+£2,1 78932 456+21 88,2+41 492+24 749+41 544+25 60,9+ 3,2
o

25% 226+1.2 62,3+34 192+11 496+28 22717 31,623 24611 440+29

Fonte: elaborada pela autora (2022).
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5.7 Especificidade enzimética de preparac6es de TLL inativadas

Na FIGURA 9 € mostrada a atividade residual dos biocatalisadores bloqueados com
acido aspartico contra os substratos pNPB, triacetina, (R)-metil mandelato e (S)-metil
mandelato. Como no eixo X é usada a atividade residual contra pNPB, a comparacéao entre 0s
diferentes biocatalisadores € feita de forma direta, independente de maior ou menor estabilidade
do biocatalisador. Os valores de atividades residuais analisados no eixo Y correspondem a
atividade apds a reativacdo. Os valores iniciais (0 % de perda de atividade por pNPB)
correspondem aos biocatalisadores bloqueados que ndo passaram pela etapa de inativacéo.

Em pH 5 (FIG. 9A), a porcentagem da atividade residual contra pNPB diminui mais
lentamente quando comparada a de ambos metis mandelatos (que diminuem sua atividade em
velocidade similar), enquanto a atividade contra triacetina é a que diminui mais rapidamente.
A inativacdo dos biocatalisadores a pH 7 (FIG. 9B) ja apresenta outro perfil, com a atividade
residual de (R)-metil mandelato sendo uma das que melhor se manteve, seguida da atividade
contra o (S)-metil mandelato e contra pNPB. A atividade contra triacetina continuou sendo a
gue mais rapidamente diminui. Os biocatalisadores inativados a pH 9 (FIG. 9C) apresentaram
perfil similar aos inativados a pH 5, a atividade residual é melhor mantida contra pNPB e pior
contra triacetina, enquanto os mandelatos permaneceram similares e entre ambos. Nas trés
inativacdes a atividade contra triacetina diminui de forma similar, ligeiramente mais lenta a pH
9 do que apH 5 e um pouco mais rapida a pH 7. Enquanto o (R)-metil mandelato teve a atividade
residual reduzida mais lentamente a pH 7 do que nos outros dois pH, e com o (S)-metil
mandelato a atividade diminuiu mais rapidamente a pH 5 e manteve um perfil similar nos outros

dois pH.
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Figura 9 — Efeito do pH de inativacdo na atividade residual dos biocatalisadores de TLL
blogueados com acido aspartico contra diferentes substratos. Condi¢des de inativacdo: (A) pH
50e74°C (B) pH 7,0 e 73°C e (C) pH 9,0 e 71°C contra os substratos pNPB (m), triacetina
(®), (R)-metil mandelato (A) e (S)-metil mandelato (V)
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

A evolucdo da atividade residual usando os biocatalisadores bloqueados com
glicina é mostrada na FIGURA 10. A pH 5 (Fig. 10A), a atividade é melhor mantida usando
pNPB como substrato, seguida dos isdmeros de metil mandelato que decrescem similarmente,
e a mais baixa atividade recuperada € vista usando triacetina como substrato. Em pH 7 (FIG.
10B), a atividade residual dos biocatalisadores € maior usando os isémeros de metil mandelato,
sendo melhor mantida no isémero R. Triacetina é novamente o substrato que perde a atividade
mais rapidamente. Quando ainda se mantém 75 % da atividade inicial usando (R)-metil
mandelato como substrato, somente 5 % foi mantida usando triacetina. A pH 9 (FIG. 10C) o
perfil da atividade residual mostrou-se similar ao pH 5, com a diferenca de ter maior perda de

atividade usando ambos isdmeros de metil mandelato como substratos.
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Analisando o efeito do pH, com (R)-metil mandelato, a atividade residual do
biocatalisador 75 % inativado por pNPB foi de 70 % na inativagéo a pH 7, e somente 25-30 %

nas inativacdes a pH 5 ou 9. Usando o isdmero S, as diferencas na atividade recuperada causada
pela inativacdo ndo sdo tao evidentes.

Figura 10 — Efeito do pH de inativacdo na atividade residual dos biocatalisadores de TLL
bloqueados com glicina contra diferentes substratos. Condi¢6es de inativacédo: (A) pH 5,0 e 74
°C (B) pH 7,0 e 73°C e (C) pH 9,0 e 71°C contra os substratos pNPB (m), triacetina (e), (R)-
metil mandelato (A) e (S)-metil mandelato (V)
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

As atividades obtidas de diferentes inativagdes dos biocatalisadores bloqueados
com EDA sdo mostradas na FIGURA 11. Em pH 5 (FIG. 11A), a maior atividade recuperada
foi encontrada usando pNPB e (R)-metil mandelato, enquanto a atividade residual contra
triacetina foi a que reduziu mais rapidamente, com atividade abaixo de 50 % para o
biocatalisador menos inativado. De forma similar, em pH 7 (FIG. 11B), a atividade retida

usando triacetina com substrato tambem diminuiu mais rapidamente. A pH 9 (FIG. 11C), as
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atividades contra pNPB e (S)-metil mandelato mantiveram os maiores valores, com maior
atividade usando o (S)-metil mandelato nos biocatalisadores com a menor atividade retida (62
% contra 32 %). A atividade usando triacetina se manteve sendo a de reducdo mais rapida, mas
ndo se distancia muito da atividade residual usando (R)-metil mandelato. Neste caso, a
enantioespecificidade da enzima é fortemente afetada, uma vez que a atividade contra (S)-metil
mandelato foi mantida quase duas vezes melhor do que isdmero (R). Isso fez com que este

biocatalisador, ap0s a inativacgdo, tivesse uma preferéncia clara pelo isdmero (S).

Figura 11 — Efeito do pH de inativacdo na atividade residual dos biocatalisadores de TLL
blogueados com EDA contra diferentes substratos. Condigdes de inativagdo: (A) pH 5,0 e 74

°C (B) pH 7,0 e 73°C e (C) pH 9,0 e 71°C contra os substratos pNPB (m), triacetina (e), (R)-
metil mandelato (A) e (S)-metil mandelato (V)
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Na FIGURA 12 é mostrada a evolugéo das atividades do biocatalisador bloqueado
com o agente mais instavel, a hexilamina. A pH 5 (FIG. 12A), a atividade recuperada usando

(S)-metil mandelato como substrato é a maior, seguida pela atividade usando pNPB, engquanto
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a triacetina segue sendo o substrato com menor atividade recuperada. Em pH 7 (FIG. 12B), a
atividade recuperada usando ambos os isomeros de metil mandelato sdo as mais altas, enquanto
usando triacetina e pNPB, a atividade recuperada do biocatalisador inativado sdo bastante
semelhantes. Em pH 9 (FIG. 12C), novamente, a atividade recuperada usando triacetina foi a
mais baixa, e a usando (S)-metil mandelato a mais alta. J& a atividade dos biocatalisadores
usando pNPB e (R)-metil mandelato foram semelhantes (exceto para o ponto do biocatalisador
menos inativado, em que a atividade contra pNPB aumentou ligeiramente em comparagéo com
o inicial).

Analisando o efeito do pH na diminuicdo da atividade usando os diferentes
substratos, com a triacetina fica claro que em pH 7 a diminuicdo da atividade residual é mais
intensa com o tempo, enquanto usando o (R)-metil mandelato é menos intensa. Usando (S)-
metil mandelato, a atividade residual da enzima é mais alta em todos os valores de pH estudados
(usando as preparacOes de enzima mais inativadas, a atividade observada variou de 75 — 80 %
empH5e9, aquase 90 % em pH 7).
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Figura 12 — Efeito do pH de inativacdo na atividade residual dos biocatalisadores de TLL
bloqueados com hexilamina contra diferentes substratos. Condic¢des de inativagdo: (A) pH 5,0
e 74°C (B) pH 7,0 e 73°C e (C) pH 9,0 e 71°C contra os substratos pNPB (m), triacetina (e®),
(R)-metil mandelato (A) e (S)-metil mandelato (V)
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Foram realizadas analises comparativas entre os diferentes biocatalisadores contra
0 mesmo substrato e a mesma condicdo de inativa¢do. Em pH 5 (Figura 13), usando Triacetina
(Fig. 13A) como substrato para determinar a atividade enzimatica, somente os biocatalisadores
blogueados com HA mostraram uma diferenca significante na retencao da atividade enzimatica,
obtendo a maior atividade recuperada. Usando o substrato (R)-metil mandelato (Fig. 13B), a
maior porcentagem de atividade inicial foi recuperada pela preparacdo blogueada com EDA
(47% enquanto as demais preparacgdes se mantiveram em torno de 30%). Ao passo que, com 0
(S)-metil mandelato (Fig. 13C), foi a preparacdo bloqueada com HA que manteve a maior
atividade (a preparacdo mais inativada reteve 75% da atividade inicial). A preparagéo

bloqueada com EDA foi uma das que recuperou menos atividade com esse substrato nos pontos
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intermediarios, porém, utilizando os biocatalisadores mais inativados, os trés bloqueios (ASP,
GLI e EDA) tiveram atividades semelhantes (cerca de 30%).

Figura 13 — Efeito da inativagdo a pH 5 e 74 °C na atividade residual de diferentes
biocatalisadores da lipase de TLL contra diferentes substratos: (A) triacetina, (B) (R)-metil
mandelato e (C) (S)-metil mandelato. Biocatalisadores bloqueados com &cido aspartico (m),
glicina (), EDA (A) e hexilamina (V)
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Em pH 7 (FIGURA 14), o biocatalisador bloqueado com HA foi 0 que reteve a
maior atividade inicial em relagdo a triacetina (19 % com o biocatalisador mais inativado) (FIG.
14A), seguida do bloqueio com EDA. Os que retiveram a menor porcentagem da atividade
inicial foram os biocatalisadores bloqueados com GLI ou ASP (com menos de 5 %). Usando
(R)-metil mandelato (FIG. 14B), a maior porcentagem de atividade inicial & mantida pelos
biocatalisadores blogueados com HA. No entanto, o valor é semelhante ao da preparacédo
bloqueada com ASP e GLI se olharmos apenas para o ponto mais inativado (cerca de 70 %),

sendo o bloqueio com EDA o que reteve uma menor porcentagem de atividade. Utilizando



58

como substrato (S)-metil mandelato (FIG. 14C), apenas as prepara¢des bloqueadas com HA
diferem na retencdo de atividade (cerca de 88 % para a preparagcdo mais inativada) quando
comparadas as demais, que variaram entre 52 e 60 %.

Figura 14 — Efeito da inativacdo a pH 7 e 73 °C na atividade residual de diferentes
biocatalisadores da lipase de TLL contra diferentes substratos: (A) triacetina, (B) (R)-metil
mandelato e (C) (S)-metil mandelato. Biocatalisadores bloqueados com &cido aspartico (m),
glicina (), EDA (A) e hexilamina (V)
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Finalmente, em pH 9 (FIGURA 15), usando a triacetina (FIG. 15A), as diferencas
séo relevantes apenas no bloqueio com HA, principalmente no primeiro ponto de inativagéo,
em que a retencdo da atividade € maior. Usando (R)-metil mandelato (FIGURA 15B), a
preparacdo blogueada com HA € a que reteve mais atividade (mais de 50 % no ponto mais
inativado), seguida por aquela bloqueada com ASP (quase 40 % de retencéo de atividade) e as
outras duas preparacOes apresentaram cerca de 30 % da atividade inicial. Usando (S)-metil

mandelato (FIGURA 15C), a maior reten¢éo de atividade é mostrada pela preparacao bloqueada
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com HA (quase 80 %), seguida pelo blogueio com EDA (mais de 60 %) e as outras duas
preparacdes (menos de 50 %).

Figura 15 — Efeito da inativacdo a pH 9 e 71 °C na atividade residual de diferentes
biocatalisadores da lipase de TLL contra diferentes substratos: (A) triacetina, (B) (R)-metil
mandelato e (C) (S)-metil mandelato. Biocatalisadores bloqueados com &acido aspértico (m),
glicina (), EDA (A) e hexilamina (V)
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Os resultados apresentados acima mostram que a perda de atividade quando a
enzima é submetida a inativacdo térmica depende fortemente do substrato utilizado na
determinacéo da atividade. Isso significa que durante a inativagéo, a especificidade da enzima
muda, pois quando a enzima se inativa, a atividade contra um dos isdmeros pode diminuir mais
rapidamente que a atividade contra o outro isémero.

Uma prova das mudangas na especificidade da enzima durante sua inativacao
térmica é bem visivel na atividade contra triacetina. Ela diminui mais rapidamente do que ao

usar 0s outros substratos para todos os biocatalisadores e condig¢des de inativagdo, em alguns
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casos a atividade da enzima contra este substrato tornou-se quase nula, enquanto com alguns
dos outros substratos, permaneceu acima de 70 %. Em relagdo a enantioespecificidade contra
os isdbmeros do &cido mandeélico, em alguns casos, a atividade diminui de forma semelhante
com ambos os isdbmeros. Nesses casos, a enantioespecificidade permaneceu inalterada durante
a inativacdo da enzima. No entanto, em outros casos, ela diminuiu mais rapidamente em relagéo
ao isémero (R) ou (S), entdo a enantioespecificidade da enzima mudou durante o0 processo,
alterando o desempenho do biocatalisador.

Além disso, o pH de inativacdo altera 0 modo em que a atividade de um
biocatalisador € perdida em relagdo a cada substrato, sugerindo que as mudancas
conformacionais produzidas durante a inativacdo podem ser diferentes, dependendo do pH de
inativacdo. Pode-se observar que, em alguns casos, um biocatalisador perde mais rapidamente
a atividade em relacdo a um substrato especifico em um pH e isso ocorreu com outro substrato
em outro valor de pH. Por exemplo, usando a preparagdo bloqueada com ASP (FIG. 9), a
atividade residual é maior em pH 5 e 9 usando pNPB, mas em pH 7, a maior atividade residual
apos a inativacdo € usando (R)-metil mandelato. Usando EDA como agente de bloqueio (FIG.
11), em pH 5 a recuperacdo de atividade mais alta € obtida usando pNPB ou (R)-metil
mandelato, enquanto em pH 9 a diminuicdo da atividade usando (R)-metil mandelato é a
segunda pior. Da mesma forma, as mudancas na atividade contra os diferentes substratos néo
sdo semelhantes sob um valor de pH fixo usando um agente de bloqueio diferente.

Assim, infere-se que as mudancas conformacionais induzidas pela interacao entre
a enzima e o suporte, sob diferentes condicGes de inativacdo, produzem diferentes
conformacdes enzimaticas. Para investigar conformacGes enzimaticas diferentes sdo geradas
durante a inativacdo, foram realizadas analises dos espectros de fluorescéncia do Trp dos

diferentes biocatalisadores.

5.8 Espectroscopia de fluorescéncia dos biocatalisadores TLL

As amostras foram preparadas em Tris pH 7 por pelo menos uma semana antes de
realizar as anélises e, em seguida, elas foram realizadas sob as mesmas condi¢des. Dessa forma,
as diferengas encontradas devem ser derivadas de mudancas estruturais induzidas pelo agente
de bloqueio ou pelas condicdes de inativacao.

Primeiramente, foi analisado o efeito da natureza do agente de blogueio na estrutura

dos biocatalisadores imobilizados de TLL pela medida de seus espectros de fluorescéncia
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intrinseca (FIGURA 16). Foi possivel observar que entre os biocatalisadores inativados a pH 5,
7 e 9 existem diferencas entre as intensidades de fluorescéncia de cada biocatalisador inativado.
Em pH 5, HA foi o agente de blogueio que mostrou a maior Imax, ja em pH 7, a glicina foi o
blogueio de maior Imax, enquanto em pH 9, todos os agentes tiveram o Imax similar, com exce¢édo
da glicina, que teve um menor Imax. A analise mais detalhada de tais espectros revelam que para
0s biocatalisadores bloqueados com ASP, EDA e GLI, o comprimento de onda de maxima
intensidade de fluorescéncia (Amax) foi de aproximadamente 328 nm, enquanto usando HA como
agente de bloqueio (FIGURA 17A), 0 Amax apresentou um aumento de 4 nm. Este aumento é
chamado de deslocamento para o vermelho (red-shift). Ao observar as intensidades de
fluorescéncia (Imax) No comprimento de onda maximo, existe uma relagdo dependente do tipo
de agente de bloqueio (FIGURA 17B). O blogueio com aminas como HA e EDA promoveu um
decaimento significativo se 0 Imax for comparado ao observado para os biocatalisadores
blogueados com os aminoacidos GLI ou ASP. Esses espectros de fluorescéncia indicam que os
biocatalisadores de TLL imobilizados sofreram grande distor¢éo estrutural quando foram
bloqueados com HA, explicando a atividade recuperada significativamente menor do
biocatalisador imobilizado final (TABELA 5).
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Figura 16 — Espectro de fluorescéncia intrinseca de biocatalisadores de TLL bloqueados com
diferentes agentes e inativadosapH 5e 74 °C (A),pH7e 73°C (B)epH 9e 71 °C (C)
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Fonte: elaborada pela autora (2022).
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Figura 17 — Anédlise de fluorescéncia dos biocatalisadores de TLL bloqueados com diferentes
agentes. (A) Comprimento de onda de maxima intensidade de fluorescéncia. (B) Intensidade de
fluorescéncia em Unidades de Fluorescéncia Relativa (RFU) no comprimento de onda maximo
(Amax) eXxcitadas a 280 nm
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Durante o curso da inativacdo mostrado na FIGURA 8, foram retiradas amostras
em diferentes porcentagens de atividade residual (75 %, 50 % e 25 %) para analisar sua
fluorescéncia intrinseca. As FIGURAS 18 (Amax) € 19 (Imax) €videnciam as diferentes distor¢oes
estruturais sofridas pelos biocatalisadores bloqueados com diferentes reagentes e inativados em
diferentes condicGes de pH. Nos biocatalisadores inativados a pH neutro, observa-se um desvio
para o vermelho de Amax quando os biocatalisadores foram bloqueados com ASP e GLI durante
0 curso de inativagdo (FIG. 18). Enquanto o Amax do biocatalisador bloqueado com HA
permaneceu quase inalterado, independentemente do grau de inativacdo. Comportamentos
semelhantes foram observados quando os biocatalisadores imobilizados foram inativados a pH
9. No entanto, em pH 5 o Amax foi invariavel durante o curso de inativacdo em todos 0s casos
(FIGURA 18).

Analisando 0 Imax (FIGURA 19), pode-se perceber que o bloqueio com HA
promoveu a distor¢do enzimatica mais significativa (valores Imax mais baixos) de todos 0s
biocatalisadores imobilizados em pH 7 e 5, mas ndo em pH 9. Esses dados sugerem que a
conformacdo de TLL é significativamente menos compactada quando o grupo HA tem carga
positiva (pH 5-7) do que quando é mais neutro (pH 9) de acordo com o pKa da HA (cerca de
10,7). Esses resultados estdo de acordo com a funcionalidade desses biocatalisadores
imobilizados. Na FIGURA 6 é mostrado como o bloqueio de HA torna um biocatalisador
imobilizado menos estavel do que o blogueio de GLI em condicdes de inativacdo de pH5 e 7,
no entanto, essas diferencas de estabilidade foram mitigadas em pH 9. Assim, 0s espectros de
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fluorescéncia dos biocatalisadores imobilizados inativados em pH neutro mostram que as
distor¢des estruturais de TLL bloqueada com HA foram mais drésticas (valores baixos de Imax
e deslocamento de Amax para o vermelho) durante o curso de inativacdo do que aqueles
observados usando biocatalisadores bloqueados com GLI. Em pH alcalino, essas diferencas
estruturais entre as preparacdes bloqueadas com HA e GLI foram menos notorias, o que esta de

acordo com as estabilidades mais semelhantes exibidas pelo biocatalisador bloqueado com estes
reagentes (FIGURA 8).

Figura 18 — Fluorescéncia intrinseca (Amax) dos biocatalisadores de TLL bloqueados com
diferentes agentes e inativados a diferentes pH. Foram plotados a intensidade de fluorescéncia
para diferentes biocatalisadores e graus de inativacdo. A atividade residual é a atividade do

biocatalisador ap6s ser incubado a diferentes pH e tempos
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Fonte: elaborada pela autora (2022).
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Figura 19 — Fluorescéncia intrinseca (Imax a Amax) dos biocatalisadores de TLL blogueados
plotadas por diferentes graus de inativacdo dos mesmos. A porcentagem de inativacao
corresponde a atividade perdida pelos diferentes biocatalisadores ao serem incubados a

determinada temperatura e Ph
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Dessa forma, os estudos de fluorescéncia confirmam que as estruturas iniciais dos
biocatalisadores blogueados com diferentes agentes sdo realmente distintas e que tanto o pH de

inativagdo quanto o agente de bloqueio condicionaram a via de inativagdo da enzima.
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PARTE II: Lipase B de Candida antarctica (CALB)

5.9 Imobilizacdo de CALB em suportes de octil e octil-VS

CALB foi imobilizada utilizando a concentragdo de 1 mg de enzima por g de
suporte. A baixa carga enzimatica foi selecionada para evitar limitagdes difusionais
(BAHAMONDES et al., 2017; BAHAMONDES; ILLANES, 2018) ou intera¢bes enzima-
enzima que pudessem alterar os resultados (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017; ZAAK et al.,
2017a). Apesar de a pH 5 a imobilizag&o nos suportes ativados com divinilsulfona ser muito
baixa (DOS SANTOS et al., 2015a), a imobilizacéo foi realizada nessa condicéo de pH (acetato
de sédio 5 mM) para permitir, em uma primeira etapa, a ligacdo dos grupos octil via ativacédo
interfacial e depois a formacdo das ligacdes covalentes com os grupos vinilsulfona.

Os cursos de imobilizagdo sdo mostrados na FIGURA 20. Ambas as imobilizagdes
foram ré&pidas, em torno de 15 minutos. Em solucGes de baixa forca iénica (por exemplo, fosfato
de sodio 5-10 mM), lipases e diferentes fontes sdo adsorvidas rapidamente (FERNANDEZ-
LAFUENTE et al., 1998). A atividade do sobrenadante diminuiu rapidamente, enquanto a
solucéo de enzima de referéncia foi mantida durante todo o curso da imobilizagdo. A atividade
enzimética de CALB diminuiu aproximadamente 10 % apds imobilizagdo em ambos suportes.
Em geral, as lipases aumentam sua atividade quando imobilizadas em octil agarose (MANOEL
etal., 2015; RODRIGUES et al., 2019), entretanto isso ndo ocorre com a CALB, que apresentou
uma diminuicdo na atividade. Esse fato se deve a sua composicao estrutural apresentar uma
“tampa” pequena que nao isola totalmente o sitio ativo do meio reacional, assim ela ndo sofre
a hiperativacgéo proporcionada pela ativacao interfacial (UPPENBERG et al., 1994).

Apbs a imobilizacdo, o biocatalisador octil-VS-CALB foi suspenso em tampao
bicarbonato de sodio 50 mM pH 8,0 a 25 °C por 4 horas para favorecer a formacéo das ligacoes
covalentes entre enzima e suporte (ALBUQUERQUE et al., 2016). A TABELA 7 mostra a
atividade enzimatica durante a incubacio. E possivel observar que parte da atividade enzimatica
perdida p6de ser recuperada pela incubacdo em pH 8. Esse aumento na atividade enzimética
pode ser explicado pelas alteracbes conformacionais produzidas pelas novas ligagdes
covalentes formadas entre enzima e suporte que, neste caso, apresentou efeitos positivos na
atividade enzimatica (DOS SANTOS et al., 2015b, 2015d).
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Figura 20 — Curso de imobilizacdo de CALB (1 mg/g) em octil (linha tracejada) e octil-VS
(linha sélida) a pH 5 e 25 °C. Atividade de referéncia (m); atividade da suspenséo ( A ); atividade
do sobrenadante (e)
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Tabela 7 — Atividade enzimética de CALB usando pNPB como substrato durante a incubacéo

em tampdo carbonato de sédio 50 mM pH 8

Biocatalisador Atividade relativa (%0)
OC-VS-CALB (ap6s a imobilizagéo) 100 £ 4.2
OC-VS-CALB (0h de incubacéo) 78.7+3.3
OC-VS-CALB (1h de incubacéo) 77.8+15
OC-VS-CALB (2h de incubacéo) 8555
OC-VS-CALB (3h de incubacéo) 84.3+22
OC-VS-CALB (4h de incubacéo) 84.1+3.1

Fonte: elaborada pela autora (2022).

5.10 Efeito do bloqueio nos biocatalisadores OC-VS-CALB

Apos a formacéo de ligagbes covalentes no biocatalisador OC-VS-CALB, a etapa
de bloqueio foi realizada para evitar reacdes descontroladas entre os grupos VS remanescentes
(DOS SANTOS et al., 2015a, 2015e; PINHEIRO et al., 2019). Desse modo, foi possivel
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analisar se eles conseguem modificar as interagfes enzima-suporte e, consequentemente, as
caracteristicas da enzima. Foram escolhidos agentes de bloqueio de diferentes naturezas fisicas
e quimicas, como etilenodiamina (EDA), hexilamina (HA), glicina (GLI) e &cido aspartico
(ASP). A incubacdo prosseguiu a pH 8,0 e a temperatura ambiente durante 24 horas.

A TABELA 8 mostra o efeito de cada agente de bloqueio na atividade dos
biocatalisadores. Foi considerado como 100 % a atividade da preparacdo ndo bloqueada
(incubada em pH 8 por 4 h). Apenas o biocatalisador bloqueado com EDA aumentou
ligeiramente a atividade durante o blogueio, e a preparacdo blogueada com ASP apresentou a
atividade mais diminuida, seguida pela bloqueada com HA e GLI. Portanto, o agente de
bloqueio parece alterar as interagfes enzima-suporte, afetando a atividade final da enzima de
forma diferente a depender das caracteristicas adquiridas com o bloqueio, pois essa € a Unica
diferenca entre as preparacdes (ZAAK; SASSI; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2018). Esse
comportamento pode ocorrer devido a formacao de mais ligagdes covalentes antes que o suporte
seja bloqueado ou as novas interagdes fisicas com os grupos do suporte (ALBUQUERQUE et
al., 2016) .

Tabela 8 — Efeito do agente de bloqueio no biocatalisador OC-VS-CALB. A atividade
enzimatica foi medida com pNPB durante a incubagdo com diferentes nucletfilos por 24 h a
pH 8

Biocatalisador |Atividade relativa (%)

OC-VS-CALB 100 + 3.7
OC-VS-CALB-Asp 759+1
OC-VS-CALB-Gli 88.5+4.7

OC-VS-CALB-EDA 1046 +0
OC-VS-CALB-HA 77647

Fonte: elaborada pela autora (2022).

5.11 Analise de SDS-PAGE

A andlise de eletroforese em condi¢des desnaturantes foi realizada para confirmar
se as moléculas da enzima estdo covalentemente ligadas ao suporte apds a etapa de bloqueio.

As amostras dos biocatalisadores foram inativadas a 100 °C na presenca de tampéo de ruptura,
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estas condi¢des devem liberar todas as enzimas adsorvidas ao suporte atraves de interaces
hidrofébicas ou i6nicas. A FIGURA 21 mostra o resultado da eletroforese de CALB livre (pogo
2), 0s biocatalisadores OC-CALB (pogo 3), OC-VS-CALB-ASP (poco 4), OC-VS-CALB-GLI
(poco 5), OC-VS-CALB-EDA (pogo 6) e OC-VS-CALB-HA (poco 7). As preparacOes
blogueadas revelaram que a maior parte da enzima estava covalentemente ligada ao suporte.
No entanto, nos po¢os 5 e 6, uma pequena banda pode ser encontrada no peso molecular
correspondente a CALB. O gel foi analisado no programa Gel Analyzer e representa menos de
10 % das moléculas de CALB imobilizadas. Isso mostra que alguma parte de toda a carga
enzimética contida no biocatalisador ndo estava ligada covalentemente nas preparacfes
bloqueadas com GLI e EDA.

Figura 21 — Analise de eletroforese SDS-PAGE das diferentes preparacdes de CALB. Poco 1:
marcador de peso molecular. Pogo 2: CALB livre (1 mg/ml). Poco 3: OC-CALB. Poco 4: OC-
VS-CALB-Asp. Pogo 5: OC-VS-CALB-Gly. Pogo 6: OC-VS-CALB-EDA. Pogo 7: OC-VS-
CALB-HA
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

5.12 Efeito da atividade dos biocatalisadores versus diferentes substratos

As atividades enzimaticas das diferentes preparagcdes de CALB utilizando como
substrato pNPB, triacetina e (S)-metil mandelato podem ser encontradas na TABELA 9. Para
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todos os biocatalisadores analisados, a maior atividade foi obtida com pNPB, seguido de
triacetina e (S)-metil mandelato. Usando pNPB, a atividade foi semelhante entre os agentes de
blogqueio, exceto para HA, gque foi cerca de 30 % menos ativo que o biocatalisador blogueado
com ASP com este substrato. A atividade versus triacetina foi maior para a preparagdo nao
blogueada, enquanto a menos ativa foi aquela bloqueada com GLI e EDA, com atividades
semelhantes.

Usando o isdmero (S)- do metil mandelato, a atividade dos diferentes
biocatalisadores foi menor do que 0s outros substratos, exceto para a preparacao nao bloqueada,
que foi semelhante a sua atividade de triacetina e com cerca de 40 % mais atividade do que a
segunda maior preparagdo para este substrato. Ao contrario de outros substratos, com (S)-metil
mandelato o biocatalisador bloqueado com ASP obteve menor atividade do que nas outras
preparacdes. Portanto, os biocatalisadores apresentaram especificidades diferentes em relacéo
aos substratos analisados, indicando que, ap6s o bloqueio e sem passar por etapas de
inativacdes, os diferentes biocatalisadores ja podem apresentar estruturas diferentes resultantes

das novas interacdes formadas.

Tabela 9 — Atividade em U/g de diferentes biocatalisadores CALB imobilizados utilizando (S)-
metil mandelato, triacetina e pNPB como substratos

Atividade (U/g de biocatalisador)

Preparacao Agente de . (S)-metil
de CALB bloqueio PNPB Triacetina mandelato
OC-CALB - 340,6 £ 22,8 22,2+04 18,8+ 0,4

ASP 378,7+22,7 18,6 +0 8,7+0,3

+ + +
OC-VS- GLI 3232+7,1 15,4+0,5 9,4+0,2
CALB

EDA 367,9+5,6 156+0,5 11,1 +0,2

HA 269,2+9,3 17,7+0,2 89+0,3

Fonte: elaborada pela autora (2022).
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5.13 InativacOes térmicas dos biocatalisadores CALB

Os biocatalisadores foram incubados em tampé&o acetato de sodio 50 mM a pH 5,0
e 80 °C, Tris HCI 50 mM a pH 7,0 e 75 °C e carbonato de sodio 50 mM a pH 9,0 e 60 °C.
Durante cada incubacdo, amostras foram retiradas em diferentes porcentagens de atividade
residual (75, 50 e 25 %) para analisar os efeitos da inativacdo térmica na especificidade da
enzima e seu espectro de fluorescéncia.

A FIGURA 22 mostra os cursos de inativacdo de biocatalisadores em diferentes
valores de pH. Em pH 5 e 7 (FIG. 22A e 22B), OC-VS-CALB-GLI foi a preparacao bloqueada
mais estavel, enquanto em pH 9, o biocatalisador bloqueado com EDA foi 0 mais estavel
seguido pelo blogueado com glicina. Como esperado, devido as ligagdes ndo covalentes deste
biocatalisador, o OC-CALB, a preparacdo ndo bloqueada, perdeu sua atividade mais
rapidamente. No entanto, isso somente ocorreu em pH 7 e 9 (FIG. 22B e 22C), jaem pH 5, este
biocatalisador foi o segundo mais estavel.

De acordo com Dos Santos e colaboradores (2015), comparando a meia-vida obtida
na inativacao de preparacdes de CALB imobilizadas, a estabilidade de OC-CALB foi maior em
pH 5 e 7 do que a de OC-VS-CALB blogueado com EDA. A alta estabilidade térmica de lipases
adsorvidas em suportes hidrofobicos pode ser explicada pela conformacéo estavel que a forma
aberta das lipases adsorvidas apresenta. Dessa forma, sdo obtidas preparagdes mais estaveis do
que as imobilizadas por ligacdo covalente em suportes ativados com grupos glioxil ou
divinilsulfona (ALBUQUERQUE et al., 2016).
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Figura 22 — Cursos de inativacao dos biocatalisadores OC-CALB (o), OC-VS-CALB-ASP (m),
OC-VS-CALB-GLI (e), OC-VS-CALB-EDA (A) e OC-VS-CALB-HA (¢). Condicdes de
inativacdo: (A) Tampdo acetato de sodio 50 mM pH 5 e 80 °C; (B) Tampao Tris HCI 50 mM p
H 7,0 e 75 °C; (C) Tampao carbonato de sodio 50 mM pH 9,0 e 60 °C. Na inativacao foi usado
PNPB como substrato
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Considerando os biocatalisadores bloqueados, OC-VS-CALB-HA foi a preparacéo
menos estavel em pH 7 e 9 (FIG. 22B e 22C), enquanto em pH 5, OC-VS-CALB-ASP perdeu
sua atividade mais rapidamente. A melhor estabilidade do biocatalisador blogqueado com glicina
e a menor obtida com HA ja foi descrita anteriormente (Se¢do 5.5 deste trabalho) com a lipase
de Thermomyces lanuginosus (TLL). O uso da glicina como agente de bloqueio fornece ao
biocatalisador uma natureza mista, contendo um grupo catiénico e anidnico, proporcionando
maior estabilidade. Ao mesmo tempo, a hexilamina modifica o biocatalisador com uma

superficie cationica. Provavelmente as interagdes formadas entre enzima e suporte mantém
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estruturas enzimaticas erréneas durante a inativacéo, tornando-se prejudiciais a estabilidade da
enzima (VIRGEN-ORTIZ et al., 2016) .

5.14 Reativacdo enzimatica usando pNPB como substrato

Para analisar se os biocatalisadores poderiam recuperar a atividade perdida durante
a inativacdo térmica, quando incubados sob condi¢cdes brandas, conforme relatado
anteriormente (SOLER et al., 1997; SOUZA et al., 2021; SUESCUN et al., 2015), as atividades
enzimaticas dos biocatalisadores parcialmente inativados foram medidas durante a inativacao e
apos 24 h de incubacdo em pH 7 e 25°C para permitir a reativacdo enzimatica (TABELA 10).

Nas amostras inativadas em pH 5, os biocatalisadores blogueados com EDA
apresentaram a maior atividade final na amostra mais inativada, passando de 23 para 64 % de
atividade recuperada. Apos 24 h de incubacdo, a maioria dos biocatalisadores recuperou alguma
atividade, apresentando diferenca estatistica entre as amostras analisadas. No entanto, néo
houve aumento da atividade residual para o biocatalisador bloqueado com glicina. Para a
amostra mais ativa (75 %), a atividade diminuiu e ndo houve diferenca estatistica entre as
amostras mais inativadas (50 % e 25 %).

Analisando os biocatalisadores inativados em pH 7, o biocatalisador bloqueado com
EDA mostrou uma maior recuperacdo de atividade para as amostras mais ativas (por exemplo,
passou de 44 % para 69 %). O biocatalisador bloqueado com ASP aumentou a atividade apés a
incubacdo, mas apenas no ponto mais ativo. Os demais blogueios ndo apresentaram diferenca
estatistica. O biocatalisador bloqueado por glicina perdeu atividade em todos os pontos, e a
perda mais acentuada foi no segundo ponto, cuja atividade diminuiu de 63 % para 39 %. O
biocatalisador bloqueado por HA ndo apresentou diferenca estatistica entre as atividades
durante e 24h ap0s a inativacdo analisada neste pH.

Para a inativacdo a pH 9, os biocatalisadores bloqueados com glicina e EDA nao
apresentaram diferenca estatistica para os dois primeiros pontos e tiveram um aumento no
ultimo ponto (por exemplo, de 25 % para 34 %). Em contraste, o biocatalisador bloqueado por
HA recuperou a maior atividade neste pH em todos os pontos (por exemplo, de 65 % a 83 %).
O comportamento do biocatalisador bloqueado com EDA em pH 5 e 7, que recuperou maior
atividade e em pH 9 aumentou levemente a atividade residual, € muito semelhante ao reportado
paraaenzima TLL (SOUZA et al., 2021).
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Conforme relatado anteriormente, com uma simples reincubagdo em meio aquoso,
os biocatalisadores podem sofrer processos de inativacdo/reativacdo e recuperar uma parte
significativa de sua atividade perdida. Entretanto, esse processo é lento e fornece uma
reativacdo incompleta (SOLER et al., 1997; SUESCUN et al., 2015). A superficie do suporte e
as condigOes de inativacdo influenciam muito a atividade recuperada. Como mencionado
anteriormente, o biocatalisador bloqueado com EDA pode recuperar valores de atividade mais
elevados do que os demais agentes de bloqueio para todos os pHs analisados. Outro exemplo
da influéncia das condicbes de inativacdo € a mudanca na atividade recuperada do
biocatalisador bloqueado com hexilamina. Em pH 7, ndo houve diferenca na atividade
recuperada apds a incubagdo, mas em pH 9, foi possivel recuperar a maior atividade entre os

biocatalisadores.
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Tabela 10 — Atividade residual dos diferentes biocatalisadores de CALB durante o curso de inativagdo, apH 5e 80 °C,pH7e 75°Ce pH9e 60
°C, e apds 24 h de incubagdo a pH 7 e 25 °C usando pNPB como substrato. Médias na mesma linha e mesmo agente de bloqueio que compartilhnam

da mesma letra ndo séo estatisticamente diferentes de acordo com o Teste de Tukey (p>0,05)
Atividade residual (%)

Asp Gli EDA HA
Condic&o de inativacio
Inativagéo Apo6s 24h Inativagéo Ap6s 24h Inativacéo Ap6s 24h Inativagéo Apo6s 24h
75% 60+ 1,72 74 £0,2° 61+1,72 52 +0,5° 63 + 3,42 79 £0° 65 + 5,22 73+1,7°
pH 5 50% 48 £ 3,12 70 +£3,2° 47 £2,12 45+2,12 52 £5,72 74 +0,2° 41 +£2,82 63 +0,2°
25% 27 + 32 35+0,22 29+ 0,82 28 £ 0,42 23+ 3,62 64 +0,2° 24 £ 0,72 45+0,9°
75% 73+1,18 91+1,2° 73 12,28 62 +1,1° 69 + 3,82 88+2,3° 71+32 75+ 2,8
pH 7 50% 52 +0,82 51 +3,12 63 + 3,22 39+0,7° 44 + 2,42 69 +3,4° 47 £2,32 48 +£1,82
25% 34+25% 35+1,42 29 + 0,62 26 £ 0? 28 £ 2,42 29 +0,8? 26 + 2,32 27 +1,2°
75% 73 +1° 69 + 2,32 70+1,9° 67 £1,22 65 + 4,42 67 £1° 65 + 02 83+2,1°
pH 9 50% 49 + 02 43 +2° 49 £ 2,62 52 + 0,92 52 +2,32 47 £1,62 49 £ 02 60 +1,4°
25% 24 + 17 30+0,8° 25+1,9° 34+0,6° 24 +152 35+0,3° 25+0,8? 32+1,8°

Fonte: elaborada pela autora (2022).



76

5.15 Especificidade enzimatica de preparagdes de CALB inativadas

Diferentes estudos relatam que pequenas alteracGes no protocolo de imobilizacao
enzimatica podem alterar sua estrutura e modificar fortemente a especificidade da enzima (DOS
SANTOS et al., 2015d; HERNANDEZ et al., 2011; LOKHA et al., 2020; RODRIGUES et al.,
2013; SOUZA et al., 2021; VERDASCO-MARTIN et al., 2018). Entdo, foram analisadas as
atividades dos diferentes biocatalisadores versus 3 substratos estruturalmente diferentes:
triacetina, o mais semelhante aos substratos naturais da enzima (triglicerideos), o isémero (S)-
metil mandelato, e 0 monofuncional sintético p-nitrofenilbutirato (pNPB).

A FIGURA 23 mostra o efeito do pH da inativagdo nos biocatalisadores bloqueado
com ASP, para isso, foram realizadas medidas de atividade contra os 3 substratos citados
anteriormente. Em pH 5 (FIG. 23A), a atividade residual € melhor mantida usando pNPB como
substrato, e a pior atividade retida é observada usando triacetina como substrato. Para 0s
biocatalisadores inativados em pH 7 (FIG. 23B), a situacdo é muito semelhante a pH 5, com
maior atividade recuperada usando pNPB como substrato. Por outro lado, quando foi usada a
triacetina como substrato, a atividade diminuiu mais rapidamente. Em pH 9 (FIG. 23C), a
situagdo foi um pouco diferente, o pNPB permaneceu como o substrato de maior atividade
recuperada, mas o (S)-metil mandelato apresentou atividade ligeiramente inferior a triacetina.
Considerando os niveis de inativacao de cada biocatalisador, a atividade retida versus triacetina
diminuiu de forma bastante semelhante, ligeiramente mais lenta em pH 5 do que em pH 7 e 9.
Com (S)-metil mandelato, a atividade residual em pH 5 diminuiu mais lentamente do que nos

outros dois valores de pH, enquanto em pH 9 foi ligeiramente mais rapida.
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Figura 23 — Efeito do pH de inativacdo na atividade residual dos biocatalisadores CALB
blogqueados com &cido aspartico contra os substratos pNPB (m), (S)-metil mandelato (e) e

triacetina (A ). Condicdes da inativacdo: (A) pH 5,0 e 80 °C, (B) pH 7,0e 75 °C e (C) pH 9,0
e 60 °C
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

O efeito da inativacdo na atividade dos biocatalisadores bloqueados com glicina
pode ser encontrado na FIGURA 24. Em pH 5 e 7 (FIG. 24A e 24B), observou-se que no
primeiro ponto de inativacdo (25 % de perda de atividade de pNPB) houve uma queda
acentuada na atividade para todos os substratos analisados. Entretanto, isso somente ocorreu
em pH 9 (FIG. 24C) ao usar (S)-metil mandelato como substrato. Em pH 5 e 9, (S)-metil
mandelato foi o substrato que teve a menor recuperacdo de atividade; enquanto a pH 7, foi a

triacetina. Mais uma vez, pNPB foi o substrato que diminuiu sua atividade mais lentamente.
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Figura 24 — Efeito do pH de inativacdo na atividade residual dos biocatalisadores CALB
bloqueados com glicina contra os substratos pNPB (m), (S)-metil mandelato (e) e triacetina
(A). CondicGes da inativacdo: (A) pH5,0e 80 °C, (B) pH 7,0e 75°C e (C) pH9,0e 60 °C
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

A FIGURA 25 mostra o efeito da atividade retida usando os biocatalisadores
blogueados com EDA. A pH 5 (FIG. 25A), a atividade residual ¢ melhor mantida usando pNPB
como substrato. Mesmo o biocatalisador mais inativado (75 % de perda de atividade de pNPB)
aumentou sua atividade em 66 %. A pior recuperacéo de atividade é observada usando triacetina
como substrato. Em pH 7 (FIG. 25B), a porcentagem de atividade retida versus pNPB diminuiu
mais lentamente do que com os outros substratos, que se comportaram de forma semelhante.
Por exemplo, em 50 % de perda de atividade, a recuperacdo da atividade por pNPB foi de 70
%, enquanto a triacetina e o (S)-metil mandelato foram cerca de 35 %. A pH 9 (FIG. 25C), a
atividade enzimatica residual diminui rapidamente com (S)-metil mandelato. No biocatalisador

menos inativado (25 % de perda de atividade com pNPB), apenas 47 % de recuperacdo de
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atividade foi obtida com (S)-metil mandelato, enquanto usando pNPB e triacetina foram cerca
de 70 %.

Figura 25 — Efeito do pH de inativacdo na atividade residual dos biocatalisadores CALB
bloqueados com EDA contra os substratos pNPB (m), (S)-metil mandelato (e) e triacetina (A).
Condig0es da inativagéo: (A) pH 5,0e 80 °C, (B) pH 7,0e 75 °C e (C) pH 9,0 e 60°C
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

A FIGURA 26 mostra os biocatalisadores bloqueados com HA. Em pH 5 (FIG.
26A\), a atividade recuperada no biocatalisador menos inativado (25 % de perda de atividade
pNPB) foi muito semelhante para todos os substratos. Para os demais pontos, pNPB continuou
sendo o substrato com maior atividade, seguido por triacetina e (S)-metil mandelato com menor
recuperacao de atividade. Em pH 7 (FIG. 26B), a recuperagéo da atividade de pNPB e triacetina
foram similares para todas as porcentagens analisadas. A principal diferenca neste pH foi a
atividade do (S)-metil mandelato que diminuiu ligeiramente mais rapido do que com 0s outros
dois substratos. As diferencas entre os substratos analisados em pH 9 (FIG. 26C) foram mais

pronunciadas. A atividade recuperada usando pNPB como substrato foi a mais alta, seguida por
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triacetina, e (S)-metil mandelato permanece como o substrato com a menor recuperacdo de
atividade.

Figura 26 — Efeito do pH de inativacdo na atividade residual dos biocatalisadores CALB
bloqueados com hexilamina contra os substratos pNPB (m), (S)-metil mandelato (e) e triacetina
(A). CondicOes da inativacdo: (A) pH5,0e 80 °C, (B)pH7,0e 75°Ce (C) pH9,0e 60 °C

(A)pH S (B)pH 7
100 om
F 754 x F 75 :
= . — El
2 * N k=l L) “~
@ ® <
2 504 2 5 ;
2 * . 2 B
m o
k<! b=
2 = s
< 254 s <, :
o T T T T 1 0 T T T T 1
[ 25 50 75 100 [+} 25 50 75 100
Perda de atividade por pNPB (%) Perda de atividade por pNPB (%)
(ClpH 9
100 Jm
s i
@ 3
o 754
2
= 'Y
2 “u
@
" 504 [ ]
2
=
W
s " .
8 254
@ &
a -
0 T T T T 1
1] 25 50 75 100

Perda de atividade por pNPB (%)

Fonte: elaborada pela autora (2022).

As mudangas na atividade enzimatica causadas por inativacao térmica observadas
ao utilizar diferentes substratos, evidenciam diferentes especificidades obtidas a partir das
condicdes de preparo de cada biocatalisador. Por exemplo, usando EDA como agente de
bloqueio em pH 5 e 7 (FIG. 25A e 25B), a atividade medida por pNPB é melhor mantida com
uma diferenga significativa se comparada as atividades recuperadas dos outros dois substratos
(por exemplo, 71 % versus pNPB e cerca de 35 % versus triacetina e (S)-metil mandelato),
mostrando uma preferéncia por pNPB. Em pH 9, essa diferenga foi reduzida, e as atividades

ficaram mais préximas entre 0s substratos.
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Portanto, foi proposto que as diferentes interacbes produzidas entre enzima e
suporte utilizando diferentes agentes bloqueadores e inativacdo térmica sob diferentes
condig¢des produziram mudancas conformacionais na enzima resultando em alteracfes na sua
especificidade. O espectro de fluorescéncia do triptofano dos diferentes biocatalisadores foi
realizado para analisar se diferentes conformac@es enziméaticas foram formadas durante a

inativacao.

5.16 Espectroscopia de fluorescéncia dos biocatalisadores CALB

Com os resultados mostrados até agora, sugere-se que alteraces na superficie da
enzima causadas por diferentes agentes de bloqueio nos grupos vinilsulfona remanescentes e
por diferentes condicdes de inativacdo alteraram significativamente as caracteristicas da
enzima, incluindo atividade, especificidade e estabilidade. A espectroscopia de fluorescéncia
de residuos de triptofano pode fornecer informacdes Uteis sobre a estrutura de biomoléculas,
dindmica e interacdes de proteinas em solucdo (STOBIECKA; WYSOCKI; BRZOZOWSKI,
1998). Esta andlise esta relacionada principalmente a exposicao dos residuos de triptofano (Trp)
ao solvente e é altamente suscetivel & polaridade do microambiente (YADAV et al., 2020). A
sequéncia de aminoécidos de CALB apresenta 5 residuos de triptofano em sua estrutura (W52,
W65, W104, W113 e W155) (UPPENBERG et al., 1994).

Antes da analise de fluorescéncia, todos os biocatalisadores foram mantidos em
tampdo Tris-HCI 50 mM pH 7 por pelo menos uma semana. Assim, as alteracdes estruturais
mostradas pela analise de fluorescéncia podem ser resultantes do agente de blogueio ou das
condic@es de inativacdo. O espectro de fluorescéncia intrinseca pode ser observado na FIGURA
27.

O espectro de fluorescéncia revela que antes das inativacdes ja existe um perfil de
fluorescéncia distinto entre os biocatalisadores, obtido a partir dos diferentes bloqueios. O
biocatalisador bloqueado com ASP emitiu a maior intensidade de fluorescéncia, seguido pelo
bloqueio com EDA e GLI. Em seguida, o octil-VS, biocatalisador ndo blogueado, foi o que
apresentou a segunda menor intensidade de fluorescéncia, e por fim o biocatalisador bloqueado
com HA com a menor intensidade de fluorescéncia, o que corrobora com os baixos valores

obtidos na atividade enzimética dos biocatalisadores bloqueados com este agente.
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Figura 27 — Espectro de fluorescéncia intrinseca de octil-CALB e biocatalisadores de CALB
bloqueados com diferentes agentes
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Analisando os dados do espectro com mais detalhes (FIGURA 28), usando ASP,
GLI e EDA, o comprimento de onda de méaxima intensidade de fluorescéncia (Amax) foi de
aproximadamente 302 nm, enquanto usando HA como agente de bloqueio, 0 Amax foi de cerca
de 300 nm (FIG. 28A). Na FIG. 28B, 0 Imax mostra que o bloqueio com HA promoveu uma
diminuicdo na intensidade maxima de fluorescéncia quando comparado aos outros agentes.
Esses espectros de fluorescéncia indicam que a CALB imobilizada sofre uma alteracéo
estrutural quando bloqueado com HA, explicando a menor atividade recuperada do
biocatalisador imobilizado (TABELA 9). Comportamentos semelhantes foram observados com
HA como agente de bloqueio usando biocatalisadores TLL (SOUZA et al., 2021) .
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Figura 28 — Analise de fluorescéncia dos biocatalisadores de CALB bloqueados com diferentes
agentes. (A) Comprimento de onda de méaxima intensidade de fluorescéncia. (B) Intensidade de
fluorescéncia em Unidades de Fluorescéncia Relativa (RFU) no comprimento de onda maximo

(Amax) eXxcitadas a 280 nm
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Analisando os espectros de fluorescéncia sob cada condicdo de pH, a FIGURA 29
mostra o comprimento de onda de méxima intensidade de fluorescéncia (Amax) e a FIGURA
30 mostra a fluorescéncia intrinseca (Imax) em Amax. O blogueio com HA n&o teve variacdo no
comprimento de onda maximo em nenhuma porcentagem de inativacdo para todos os pH. Em
pH 7, apenas no bloqueio com ASP, houve variacdo do comprimento de onda maximo. As

demais foram mantidas para todas as porcentagens de inativacéo.
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Figura 29 — Fluorescéncia intrinseca (Amax) dos biocatalisadores de CALB bloqueados com
diferentes agentes e inativados a diferentes pH. Foram plotados a intensidade de fluorescéncia
para diferentes biocatalisadores e graus de inativacdo. A atividade residual é a atividade do

biocatalisador ap6s ser incubado a diferentes pH e tempos
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Figura 30 — Fluorescéncia intrinseca (Imax a Amax) dos biocatalisadores de CALB bloqueados
plotadas por diferentes graus de inativagdo dos mesmos. A porcentagem de inativacdo
corresponde a atividade perdida pelos diferentes biocatalisadores ao serem incubados a

determinada temperatura e Ph
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Fonte: elaborada pela autora (2022).

Considerando as intensidades de fluorescéncia em pH 5 e 7 (FIG. 30A e 30B), foi
observado que o0s biocatalisadores mais ativos apresentaram maior intensidade de fluorescéncia
se comparados aos mais inativados. Assim, nesse caso, existe uma relacdo direta entre a
atividade enzimatica e a intensidade de fluorescéncia. Em pH 9 (FIG. 30C), o blogueio com
ASP resultou em uma maior intensidade de fluorescéncia nos biocatalisadores de maior
atividade e intensidade reduzida nos mais inativados. Os demais agentes de blogueio inativados
a pH 9 apresentaram uma pequena varia¢do na intensidade de fluorescéncia entre os niveis de
inativagdo. Em pH 7 e 9 (FIG. 30B e 30C), o bloqueio com HA apresentou menor intensidade
de fluorescéncia, indicando distorgédo estrutural mais significativa. Em pH 5e 7 (FIG. 30A e

30B) a 25 % de inativacdo, o biocatalisador bloqueado com glicina apresentou redugdo na
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intensidade de fluorescéncia. Da mesma forma, essa diminuigcdo foi observada na atividade
enzimética contra os diferentes substratos. Embora a variagdo no comprimento de onda de
intensidade maxima tenha sido pequena, analisando a intensidade de fluorescéncia emitida,
pode-se observar que houveram mudancas entre os biocatalisadores ndo inativados e aqueles
com diferentes niveis de inativagdo. A fluorescéncia do triptofano confirma que ocorreram
mudancas na estrutura da enzima causadas por variagdes na exposi¢do dos residuos com o

incremento da inativacao.
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PARTE IlI: Anélise das interagdes dos biocatalisadores imobilizados de TLL e CALB

Com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se realizar uma anélise comparativa
entre as interacdes e caracteristicas encontradas para as enzimas TLL e CALB.

Inicialmente, a etapa de imobilizacdo em suporte octil ativado com divinilsulfona
apresentou semelhangas entre ambas as enzimas, com uma imobilizacdo rapida por adsor¢do
aos grupos octil e alcancando uma atividade relativa acima de 80 % ap0s a incubagdo em pH 8.

Na etapa de bloqueio com diferentes nucledfilos, a TLL imobilizada em suporte
octil-VS bloqueada com HA apresentou uma reducao atividade relativa para 58 %, sendo o
unico agente que apresentou uma reducdo apos a incubacéo por 24 h. Enquanto no blogueio do
biocatalisador CALB, houve uma redugéo na atividade relativa para o bloqueio com ASP, GLI
e HA, mas em nenhum caso essa reducdo foi tdo dréastica como ocorreu para a TLL no bloqueio
com HA.

Analisando as diferencas entre a especificidade enzimatica dos biocatalisadores
bloqueados e avaliados contra diferentes substratos, pode-se observar que para a CALB tais
diferengas de especificidade entre os bloqueios foram menores que as encontradas
anteriormente usando TLL. Portanto, as preparacfes imobilizadas com CALB e bloqueadas
produziram maior variedade na especificidade aos substratos analisados.

Para os biocatalisadores bloqueados com glicina, as atividades residuais contra
triacetina foram similares ao encontrado usando biocatalisadores bloqueados com aspartico,
sendo a pior entre os substratos analisados. Em pH 7, quando ainda se mantém 75 % da
atividade inicial usando (R)-metil mandelato como substrato, somente 5 % foi mantida usando
triacetina.

Em relacéo as diferencas de estabilidade térmica sob diferentes pH causadas pelo
agente de bloqueio, para ambas as enzimas o blogueio com glicina foi o que forneceu maior
estabilidade aos biocatalisadores, com no minimo 7 horas para a perda de aproximadamente 75
% da atividade enzimatica em todos os pH analisados.

Analisando o efeito do pH nos biocatalisadores parcialmente inativados, é possivel
notar que a TLL apresentou diferengas mais significativas entre as atividades de um mesmo
biocatalisador quando medido com substratos diferentes. Indicando que a TLL ao ser inativada
muda a sua especificidade. 1sso pode ser notado pela diminui¢cdo mais rapida da atividade de
um biocatalisador com um substrato e mais lenta com o mesmo biocatalisador e usando outro

substrato em uma mesma condicao de inativacdo. Por exemplo, no bloqueio com glicina,a TLL
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inativada em pH 7 ainda mantém 75 % da atividade inicial usando (R)-metil mandelato como
substrato, e somente 5 % foi mantida usando triacetina. Diferencas de especificidade foram
mais sutis ao analisar o comportamento dos biocatalisadores de CALB.

Por fim, a analise da estrutura tridimensional dos biocatalisadores por fluorescéncia
mostrou que, durante a inativacdo, as distor¢des estruturais sofridas tanto por TLL como por
CALB bloqueada com HA foram mais drésticas do que com os outros blogueios, justificando
também a menor atividade desse biocatalisador em algumas condi¢6es. Como esse resultado se
repetiu com ambas as enzimas, pode-se concluir que o bloqueio com HA nédo alcancou a
estabilizacdo, atividade e especificidade desejadas para o desenvolvimento de um
biocatalisador robusto, sendo os demais bloqueios op¢des melhores para esse objetivo.
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6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho mostram a complexidade da inativagédo
enzimatica. Foi demonstrado que a inativacdo de biocatalisadores imobilizados de TLL e de
CALB dependem da possibilidade de estabelecer diferentes interagdes enzima-suporte e das
condigdes de inativacdo. Funcionalmente, foi demonstrado como a especificidade da enzima é
alterada durante a inativacdo pela diminuicdo da atividade mais rapida com alguns substratos
do que com outros substratos, e essas mudancas dependem da natureza do agente de bloqueio
e do pH de inativacdo. Da mesma forma, foi demonstrado por anélise de fluorescéncia que a
conformacdo enzimatica inicial ja dependia do agente de blogueio e que as mudancas causadas
pelas condicdes de inativacdo também eram determinadas pela superficie do suporte e pelo pH
de inativacdo. Este trabalho foi realizado com auxilio de estudos funcionais e estruturais, e
permite que novas questdes sobre o desenvolvimento e uso de biocatalisadores sejam estudadas,
verificando a estabilidade do biocatalisador nas condi¢cdes operacionais e usando substratos
alvo.

Como trabalhos futuros, os estudos podem ser ampliados para a investigacdo da
influéncia de outras condicGes de inativa¢do na conformacédo enzimatica. Como exemplo, pode-
se citar o uso de solventes organicos, alta forca i0nica e presenca de compostos
estabilizantes/desestabilizantes. Também podem ser analisadas matrizes de diferentes grupos
funcionais e enzimas com caracteristicas distintas da TLL e CALB. Assim, pode-se aumentar
a compreensdo sobre o comportamento de biocatalisadores imobilizados sob condicdes de
inativacdo, permitindo a utilizacdo de substratos especificos e direcionados para cada aplicacdo
dos biocatalisadores.



90

REFERENCIAS

ABREU SILVEIRA, E.; MORENO-PEREZ, S.; BASSO, A.; SERBAN, S.; PESTANA
MAMEDE, R.; TARDIOLI, P. W.; SANCHEZ FARINAS, C.; ROCHA-MARTIN, J.;
FERNANDEZ-LORENTE, G.; GUISAN, J. M. Modulation of the regioselectivity of
Thermomyces lanuginosus lipase via biocatalyst engineering for the Ethanolysis of oil in fully
anhydrous medium. BMC Biotechnology, [s. I.], v. 17, n. 1, 2017.

ABREU SILVEIRA, E.; MORENO-PEREZ, S.; BASSO, A.; SERBAN, S.; PESTANA-
MAMEDE, R.; TARDIOLI, P. W.; SANCHEZ-FARINAS, C.; CASTEJON, N.;
FERNANDEZ-LORENTE, G.; ROCHA-MARTIN, J.; GUISAN, J. M. Biocatalyst
engineering of Thermomyces lanuginosus lipase adsorbed on hydrophobic supports:
Modulation of enzyme properties for ethanolysis of oil in solvent-free systems. Journal of
Biotechnology, [s. I.], v. 289, p. 126-134, 20109.

ALBUQUERQUE, T. L. D.; RUEDA, N.; DOS SANTOS, J. C.S.; BARBOSA, O.; ORTIZ,
C.; BINAY, B.; OZDEMIR, E.; GONCALVES, L. R. B.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.
Easy stabilization of interfacially activated lipases using heterofunctional divinyl sulfone
activated-octyl agarose beads. Modulation of the immobilized enzymes by altering their
nanoenvironment. Process Biochemistry, [s. I.], v. 51, n. 7, p. 865-874, 2016.

ANDERSON, E. M.; LARSSON, K. M.; KIRK, O. One biocatalyst - many applications: The
use of Candida antarctica B-lipase in organic synthesis. Biocatalysis and
Biotransformation, [s. I.], v. 16, n. 3, p. 181-204, 1998.

ARANA-PENA, S.; MENDEZ-SANCHEZ, C.; RIOS, N. S.; ORTIZ, C.; GONCALVES, L.
R. B.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. New applications of glyoxyl-octyl agarose in lipases
co-immobilization: Strategies to reuse the most stable lipase. International Journal of
Biological Macromolecules, [s. I.], v. 131, p. 989-997, 20109.

ARANA-PENA, S.; RIOS, N. S.; CARBALLARES, D.; MENDEZ-SANCHEZ, C.; LOKHA,
Y.; GONCALVES, L. R. B.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Effects of enzyme loading and
immobilization conditions on the catalytic features of lipase from Pseudomonas fluorescens
immobilized on octyl-agarose beads. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology, [s. 1],
v. 8, n. 36, p. 1-13, 2020a.

ARANA-PENA, S.; RIOS, N. S.; CARBALLARES, D.; GONCALVES, L.R.B;
FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Immobilization of lipases via interfacial activation on
hydrophobic supports: Production of biocatalysts libraries by altering the immobilization
conditions. Catalysis Today, [s. I.], v. 362, p. 130-140, 2020b.

ARANA-PENA, S.; LOKHA, Y.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Immobilization on octyl-
agarose beads and some catalytic features of commercial preparations of lipase a from
Candida antarctica (Novocor ADL): Comparison with immobilized lipase B from Candida
antarctica. Biotechnology Progress, [s. 1], v. 35, n. 1, p. €2735, 2019.

ARCA-RAMOS, A.; KUMAR, V. V,; EIBES, G.; MOREIRA, M. T.; CABANA, H.
Recyclable cross-linked laccase aggregates coupled to magnetic silica microbeads for
elimination of pharmaceuticals from municipal wastewater. Environmental Science and



91

Pollution Research, [s. I.], v. 23, n. 9, p. 8929-8939, 2016.

BAHAMONDES, C.; ALVARO, G.; WILSON, L.; ILLANES, A. Effect of enzyme load and
catalyst particle size on the diffusional restrictions in reactions of synthesis and hydrolysis
catalyzed by a-chymotrypsin immobilized into glyoxal-agarose. Process Biochemistry, [s.
I.], v. 53, p. 172-179, 2017.

BAHAMONDES, C.; ILLANES, A. Effect of internal diffusional restrictions on the
selectivity of a-chymotrypsin in a series-parallel reaction of peptide synthesis. Process
Biochemistry, [s. 1], v. 68, p. 117-120, 2018.

BARBOSA, O. et al. Kinetic resolution of (R/S)-propranolol (1-isopropylamino-3-(1-
naphtoxy)-2-propanolol) catalyzed by immobilized preparations of Candida antarctica lipase
B (CAL-B). New Biotechnology, [s. I.], v. 27, n. 6, p. 844-850, dez. 2010.

BARBOSA, O.; ARIZA, C.; ORTIZ, C.; TORRES, R. Heterofunctional supports in enzyme
immobilization: From traditional immobilization protocols to opportunities in tuning enzyme
properties. Biomacromolecules, [s. I.], 2013.

BASTIDA, A.; SABUQUILLO, P.; ARMISEN, P.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.;
HUGUET, J.; GUISAN, J. M. A single step purification, immobilization, and hyperactivation
of lipases via interfacial adsorption on strongly hydrophobic supports. Biotechnology and
Bioengineering, [s. I.], v. 58, n. 5, p. 486-493, 1998.

BAYRAMOGLU, G.; AKBULUT, A.; OZALP, V. C.; ARICA, M. Y. Immobilized lipase on
micro-porous biosilica for enzymatic transesterification of algal oil. Chemical Engineering
Research and Design, [s. 1], v. 95, p. 12-21, 2015.

BILAL, M.; IQBAL, H. M. N. Naturally-derived biopolymers: Potential platforms for
enzyme immobilization. International Journal of Biological Macromolecules, [s. I.], v.
130, p. 462-482, 20109.

BINHAYEEDING, N.; KLOMKLAQO, S.; PRASERTSAN, P.; SANGKHARAK, K.
Improvement of biodiesel production using waste cooking oil and applying single and mixed
immobilised lipases on polyhydroxyalkanoate. Renewable Energy, [s. |.], v. 162, p. 1819-
1827, 2020.

BONOMI, P.; BAVARO, T.; SERRA, I.; TAGLIANI, A.; TERRENI, M.; UBIALLI, D.
Modulation of the microenvironment surrounding the active site of penicillin g acylase
immobilized on acrylic carriers improves the enzymatic synthesis of cephalosporins.
Molecules, [s. 1], v. 18, n. 11, p. 14349-14365, 2013.

CARRASCO-LOPEZ, C.; GODOY, C.; RIVAS, B. L.; FERNANDEZ-LORENTE, G.;
PALOMO, J. M.; GUISAN, J. M.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; MARTINEZ-RIPOLL,
M.; HERMOSO, J. A. Activation of bacterial thermoalkalophilic lipases is spurred by
dramatic structural rearrangements. Journal of Biological Chemistry, [s. I.], v. 284, n. 7, p.
4365-4372, 2009.

CAVALCANTE, F. T. T.; SIMAO NETO, F.; FALCAO, I. R. A.; SOUZA, J. E. S.; MOURA
JUNIOR, L. S.; SOUSA, P. S.; ROCHA, T. G.; SOUSA, I. G.; GOMES, P. H. L.; SOUZA,



92

M. C. M. Opportunities for improving biodiesel production via lipase catalysis. Fuel, [s. I.], v.
288, p. 119577, 2020.

CHAN, F. T.s.; PINOTSI, D.; GABRIELE, S.; SCHIERLE, K.; KAMINSKI, C. F. Structure-
specific intrinsic fluorescence of protein amyloids used to study their kinetics of aggregation.
In: Bio-nanoimaging: Protein Misfolding and Aggregation, [s. I.], p. 147-155, 2013.

CHAUBEY, A.; PARSHAD, R.; KOUL, S.; TANEJA, S. C.; QAZI, G. N. Enantioselectivity
modulation through immobilization of Arthrobacter sp. lipase: Kinetic resolution of
fluoxetine intermediate. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, [s. |.], v. 42, n. 1-2,
p. 39-44, 2006.

CHOJNACKA, A.; GLADKOWSKI, W. Production of structured phosphatidylcholine with
high content of myristic acid by lipase-catalyzed acidolysis and interesterification. Catalysts,
[s.1.],v.8,n.7,p. 281, 2018.

DEREWENDA, U.; SWENSON, L.; GREEN, R.; WELI, Y.; YAMAGUCHI, S.; JOERGER,
R.; HAAS, M. J.; DEREWENDA, Z. S. Current progress, in crystallographic studies of new
upases from filamentous fungi. Protein Engineering, Design and Selection, [s. I.], v. 7, n. 4,
p. 551-557, 1994,

DIZGE, N.; AYDINER, C.; IMER, D. Y.; BAYRAMOGLU, M.; TANRISEVEN, A;
KESKINLER, B. Biodiesel production from sunflower, soybean, and waste cooking oils by
transesterification using lipase immobilized onto a novel microporous polymer. Bioresource
Technology, [s. I.], v. 100, n. 6, p. 1983-1991, 20009.

EFTIN, M. R. Fluorescence techniques for studying protein structure. In: Methods of
Biochemical Analysis, [s. I.], v. 35, p. 127-205, 1991.

FACCHINI, F. et al. Immobilization effects on the catalytic properties of two Fusarium
verticillioides lipases: Stability, hydrolysis, transesterification and enantioselectivity
improvement. Catalysts, [s. 1], v. 8, n. 84, p. 1-17, 2018.

FERNANDEZ-ARROJO, L.; GUAZZARONI, M.; LOPEZ-CORTES, N.; BELOQUI, A ;
FERRER, M. Metagenomic era for biocatalyst identification, Current Opinion In
Biotechnology, [s. I.], v. 21, n. 6, p. 725-733, 2010.

FERNANDEZ-LAFUENTE, R; ARMISEN, P.; SABUQUILLO, P.; FERNANDEZ-
LORENTE, G.; GUISAN, J. M. Immobilization of lipases by selective adsorption on
hydrophobic supports. Chemistry and Physics of Lipids, [s. 1], v. 93, n. 1-2, p. 185-197,
1998.

FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Lipase from Thermomyces lanuginosus: Uses and prospects
as an industrial biocatalyst. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, [s. ], v. 62, n.
3-4, p. 197-212, 2010.

FERNANDEZ-LOPEZ, L.; PEDRERO, S. G.; LOPEZ-CARROBLES, N.; GORINES, B. C.;
VIRGEN-ORTIZ, J. J.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Effect of protein load on stability of
immobilized enzymes. Enzyme and Microbial Technology, [s. I.], v. 98, p. 18-25, 2017.

FERRER, M.; MARTINEZ-MARTINEZ, M.; BARGIELA, R.; STREIT, W. R;



93

GOLYSHINA, O. V.; GOLYSHIN, P. N. Estimating the success of enzyme bioprospecting
through metagenomics: Current status and future trends. Microbial Biotechnology, [s. I.], v.
9,n.1,p.22-34, 2016.

FU, J.; REINHOLD, J.; WOODBURY, N. W. Peptide-modified surfaces for enzyme
immobilization. PLoS ONE, [s. I.], v. 6, n. 4, p. €18692, 2011.

GARCIA-GALAN, C.; BERENGUER-MURCIA, A.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.;
RODRIGUES, R. C. Potential of different enzyme immobilization strategies to improve
enzyme performance. Advanced Synthesis & Catalysis, [s. I.], v. 353, n. 16, p. 2885-2904,
2011.

GERITS, L. R.; PAREYT, B.; DELCOUR, J. A. A lipase based approach for studying the
role of wheat lipids in bread making. Food Chemistry, [s. I.], v. 156, p. 190-196, 2014.

GHISAIDOOBE, A. B. T.; CHUNG, S. J. Intrinsic tryptophan fluorescence in the detection
and analysis of proteins: A focus on forster resonance energy transfer techniques.
International Journal of Molecular Sciences, [s. I.], v. 15, n. 12, p. 22518-22538, 2014.

GUEZANE-LAKOUD, S.; TOFFANO, M.; ARIBI-ZOUIOUECHE, L. Promiscuous lipase
catalyzed a new P—C bond formation: Green and efficient protocol for one-pot synthesis of a-
aminophosphonates. Heteroatom Chemistry, [s. I.], v. 28, n. 6, p. €21408, 2017.

GUISAN, J. M. Aldehyde-agarose gels as activated supports for immobilization-stabilization
of enzymes. Enzyme and Microbial Technology, [s. I.], v. 10, n. 6, p. 375-382, 1988.

HASAN, F.; SHAH, A. A.; HAMEED, A. Industrial applications of microbial lipases.
Enzyme and Microbial Technology, [s. I.], v. 39, n. 2, p. 235-251, 2006.

HERNANDEZ, K.; GARCIA-VERDUGQO, E.; PORCAR, R.; FERNANDEZ-LAFUENTE,
R. Hydrolysis of triacetin catalyzed by immobilized lipases: Effect of the immobilization
protocol and experimental conditions on diacetin yield. Enzyme and Microbial Technology,
[s. 1], v. 48, n. 6-7, p. 510-517, 2011.

HERNANDEZ, K.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Lipase B from Candida antarctica
immobilized on octadecyl Sepabeads: A very stable biocatalyst in the presence of hydrogen
peroxide. Process Biochemistry, [s. 1], v. 46, n. 4, p. 873-878, 2011.

HERRERA-,MARQUEZ, 0.; FERNANDEZ-SERRANO, M.; PILAMALA, M.; JACOME,
M.B.; LUZON, G. Stability studies of an amylase and a protease for cleaning processes in the
food industry. Food and Bioproducts Processing, [s. I.], v. 117, p. 6473, 2019.

HZEGH, I.; PATKAR, S.; HALKIER, T.; HANSEN, M. T. Two lipases from Candida
antarctica: cloning and expression in Aspergillus oryzae. Canadian Journal of Botany, [s.
[.], v. 73, n. S1, p. 869-875, 1995.

HOMAEI A. A.; SARIRI, R.; VIANELLO, F.; STEVANATO, R. Enzyme immobilization:
An update. Journal of Chemical Biology, [s. I.], v. 6, n. 4, p. 185-205, 2013.

IIBALI¢, D.; FALIE, A.; TULEK, A. J.; SOKAC, T.; BREKALO, K.; ZELI¢, B.; TRAN, N.



94

N.; HESSEL, V.; TILMA, M. Sustainable production of lipase from Thermomyces
lanuginosus: Process optimization and enzyme characterization. Industrial and Engineering
Chemistry Research, [s. I.], v. 59, n. 48, p. 21144-21154, 2020.

ILAN, E.; MORTON, P. G.; CHANG, T. M. S. The anaerobic reaction of bovine hemoglobin
with divinyl sulfone: structural changes and functional consequences. Biochimica Et
Biophysica Acta (Bba) - Protein Structure And Molecular Enzymology, [s. |.], v. 1163, n.
3, p. 257-265, 1993.

JACOB, J. J.; SUTHINDHIRAN, K. Immobilisation of lipase enzyme onto bacterial
magnetosomes for stain removal. Biotechnology Reports, [s. I.], v. 25, p. 00422, 2020.

JHA, B.K.; SVENSSON, M.; KRONBERG, B.; HOLMBERG, K. Titration microcalorimetry
studies of the interaction between Humicola lanuginosa lipase and ionic surfactants. Journal
of Colloid and Interface Science, [s. I.], v. 213, n. 1, p. 262-264, 1999.

KATSIMPOURAS, C.; STEPHANOPOULOQS, G. Enzymes in biotechnology: Critical
platform technologies for bioprocess development. Current Opinion in Biotechnology
Elsevier Ltd, [s. I.], 2021.

KNEZEVIC, Z.; MILOSAVIC, N.; BEZBRADICA, D.; JAKOVLIEVIC, Z,;
PRODANOVIC, R. Immobilization of lipase from Candida rugosa on Eupergit ® C supports
by covalent attachment. Biochemical Engineering Journal, [s. I.], v. 30, n. 3, p. 269-278,
2006.

KORNECKI, J. F.; CARBALLARES, D.; MORELLON-STERLING, R.; SIAR, E. H.;
KASHEFI, S.; CHAFIAA, M.; ARANA-PENA, S.; RIOS, N. S.; GONCALVES, L.R. B;
FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Influence of phosphate anions on the stability of immobilized
enzymes. Effect of enzyme nature, immobilization protocol and inactivation conditions.
Process Biochemistry, [s. |.], v. 95, p. 288-296, 2020.

LAKOWICZ, J. R. Principles of fluorescence spectroscopy. 3. ed. Baltimore, Maryland,
USA: Springer New York, NY, 2006.

LIMA, R. N.; ANJOS, C. S.; OROZCO, E. V. M.; PORTO, A. L. M. Versatility of Candida
antarctica lipase in the amide bond formation applied in organic synthesis and
biotechnological processes. Molecular Catalysis, [s. I.], v. 466, p. 75-105, abr. 2019.

LIMA, R. N.; PORTO, A. L. M. Biocatalytic aminolysis of ethyl (S)-mandelate by lipase
from Candida antarctica. Catalysis Communications, [s. I.], v. 100, p. 157-163, 2017.

LIU, H.; DU, W.; DONG, X.; SUN, Y. Integrative refolding and purification of histidine-
tagged protein by like-charge facilitated refolding and metal-chelate affinity adsorption.
Journal of Chromatography A, [s. |.], v. 1344, p. 59-65, 2014.

LIU, H.; DONG, X.; SUN, Y. Enhanced protein adsorption and facilitated refolding of like-
charged protein with highly charged silica nanoparticles fabricated by sequential double
modifications. Langmuir, [s. I.], v. 31, n. 2, p. 655-658, 2015.

LIU, J.; MA, R. T.; SHI, Y. P. Recent advances on support materials for lipase



95

immobilization and applicability as biocatalysts in inhibitors screening methods - A review.
Analytica Chimica Acta, [s. I.], v. 1101, p. 9-22, 2020.

LOKHA, Y.; ARANA-PENA, S.; RIOS, N. S.; MENDEZ-SANCHEZ, C.; GONCALVES, L.
R. B.; LOPEZ-GALLEGO, F.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Modulating the properties of
the lipase from Thermomyces lanuginosus immobilized on octyl agarose beads by altering the
immobilization conditions. Enzyme and Microbial Technology, [s. I.], v. 133, p. 1-9, 2020.

LOMBARDO, D.; GUY, O. Effect of alcohols on the hydrolysis catalyzed by human
pancreatic carboxylic-ester hydrolase. BBA - Enzymology, [s. |.], v. 657, n. 2, p. 425-437,
1981.

MANOEL, E. A.; SANTOS, J. C.s.; FREIRE, D. M. G.; RUEDA, N.; FERNANDEZ-
LAFUENTE, R. Immobilization of lipases on hydrophobic supports involves the open form
of the enzyme. Enzyme and Microbial Technology, [s. I.], v. 71, p. 53-57, 2015.

MATEDQ, C.; ABIAN, O.; FERNANDEZ-LORENTE, G.; PEDROCHE, J.; FERNANDEZ-
LAFUENTE, R.; GUISAN, J.M.; TAM, A.; DAMINATI, M. Epoxy Sepabeads: A novel
epoxy support for stabilization of industrial enzymes via very intense multipoint covalent
attachment. Biotechnology Progress, [s. I.], v. 18, n. 3, p. 629-634, 2002.

MATEO, C.; PALOMO, J. M.; FUENTES, M.; BETANCOR, L.; GRAZU, V.; LOPEZ-
GALLEGO, F.; PESSELA, B. C. C.; HIDALGO, A.; FERNANDEZ-LORENTE, G;
FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Glyoxyl agarose: A fully inert and hydrophilic support for
immobilization and high stabilization of proteins. Enzyme and Microbial Technology, [s.
[.], v. 39, n. 2, p. 274-280, 2006.

MATEO, C.; PALOMO, J. M.; FERNANDEZ-LORENTE, G.; GUISAN, J. M.;
FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Improvement of enzyme activity, stability and selectivity via
immobilization techniques. Enzyme and Microbial Technology, [s. I.], v. 40, n. 6, p. 1451
1463, 2007.

MATEDO, C.; BOLIVAR, J. M.; GODOY, C. A.; ROCHA-MARTIN, J.; PESSELA, B.C,;
CURIEL, J. A.; MUNOZ, R.; GUISAN, J. M.; FERNANDEZ-LORENTE, G. Improvement
of enzyme properties with a two-step immobilizaton process on novel heterofunctional
supports. Biomacromolecules, [s. I.], v. 11, n. 11, p. 3112-3117, 2010.

MCDONALD, A. G.; TIPTON, K. F. Enzyme nomenclature and classification: the state of
the art. The FEBS Journal, [s. I.], 2021.

MEDINA-CASTILLO, A. L.; MORALES-SANFRUTOQOS, J.; MEGIA-FERNANDEZ, A.;
FERNANDEZ-SANCHEZ, J. F.; SANTOYO-GONZALEZ, F.; FERNANDEZ-
GUTIERREZ, A. Novel synthetic route for covalent coupling of biomolecules on super-
paramagnetic hybrid nanoparticles. Journal of Polymer Science Part A: Polymer
Chemistry, [s. 1], v. 50, n. 19, p. 3944-3953, 2012.

MONTEIRO, R. R. C.; ARANA-PENA, S.; ROCHA, T. N.; MIRANDA, L. P.;
BERENGUER-MURCIA, A.; TARDIOLI, P. W.; SANTOS, J. C.s.; FERNANDEZ-
LAFUENTE, R. Liquid lipase preparations designed for industrial production of biodiesel. Is
it really an optimal solution? Renewable Energy, [s. .], v. 164, p. 1566-1587, 2021.



96

NAGHDI, M.; TAHERAN, M.; BRAR, S. K.; KERMANSHAHI-POUR, A.; VERMA, M.;
SURAMPALLLI, R. Removal of pharmaceutical compounds in water and wastewater using
fungal oxidoreductase enzymes. Environmental Pollution, [s. I.], v. 234, p. 190-213, 2018.

NGUYEN, H. H.; LEE, S. H.; LEE, U. J.; FERMIN, C. D.; KIM, M. Immobilized enzymes in
biosensor applications. Materials, [s. I.], v. 12, n. 1, p. 121, 20109.

NIELSEN, T. B.; ISHII, M.; KIRK, O. Lipases A and B from the yeast. Biotechnological
Applications of Cold-Adapted Organisms, [s. I.], p. 49-61, 1999.

NC-IUBMB. Enzyme Nomenclature. 2023. Disponivel em:
<https://iubmb.gmul.ac.uk/enzyme/>. Acesso em: 01 fev. 2022.

OLLIS, D. L.; CHEAH, E.; CYGLER, M.; DUKSTRA, B.; FROLOW, F.; FRANKEN, S.
M.; HAREL, M.; REMINGTON, S. J.; SILMAN, I.; SCHRAG, J. The o/p hydrolase fold.
Protein Engineering, Design and Selection, [s. I.], v. 5, n. 3, p. 197-211, 1992.

OLIVEIRA, R. L,; SILVA, O. S.; CONVERTI, A.; PORTO, T. S. Thermodynamic and
Kinetic studies on pectinase extracted from Aspergillus aculeatus: Free and immobilized
enzyme entrapped in alginate beads. International Journal of Biological Macromolecules,
[s. 1], v. 115, p. 1088-1093, 2018.

ORTEGA-MUNOZ, M.; MORALES-SANFRUTOS, J.; MEGIA-FERNANDEZ, A ;
LOPEZ-JARAMILLO, F. J.; HERNANDEZ-MATEO, F.; SANTOYO-GONZALEZ, F.
Vinyl sulfone functionalized silica: A “ready to use” pre-activated material for immobilization
of biomolecules. Journal of Materials Chemistry, v. 20, n. 34, p. 7189-7196, 2010.

ORTIZ, C. et al. Novozym 435: The “perfect” lipase immobilized biocatalyst? Catalysis
Science and Technology, [s. I.], v. 9, n. 10, p. 2380-2420, 2019.

PALLA, C. A.; CARRIN, M. E. Kinetics modeling of the acidolysis with immobilized
Rhizomucor miehei lipases for production of structured lipids from sunflower oil.
Biochemical Engineering Journal, [s. 1], v. 90, p. 184-194, 2014.

PALOMO, J. Modulation of enzymes selectivity via immobilization. Current Organic
Synthesis, [s. I.], v. 6, n. 1, p. 1-14, 2009.

PALOMO, J. M.; PENAS, M. M.; FERNANDEZ-LORENTE, G.; MATEO, C.;
PISABARRO, A. G.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; RAMIREZ, L.; GUISAN, J. M. Solid-
phase handling of hydrophobins: Immobilized hydrophobins as a new tool to study lipases.
Biomacromolecules, [s. I.], v. 4, n. 2, p. 204-210, 2003.

PALOMO, J. M; ORTIZ, C.; FUENTES, M.; FERNANDEZ-LORENTE, G.; GUISAN, J. M;
FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Use of immobilized lipases for lipase purification via specific
lipase-lipase interactions. Journal of chromatography. A, [s. I.], v. 1038, n. 1-2, p. 267—
273, 2004.

PALOMO, J. M,; ORTIZ, C,; FERNANDEZ-LORENTE, G.; FUENTES, M.; GUISAN, J.
M.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Lipase—lipase interactions as a new tool to immobilize



97

and modulate the lipase properties. Enzyme and Microbial Technology, [s. I.], v. 36, n. 4, p.
447-454, 2005.

PATEL, H.; RAY, S.; PATEL, A.; PATEL, K.; TRIVEDI, U. Enhanced lipase production
from organic solvent tolerant Pseudomonas aeruginosa UKHL1 and its application in oily
waste-water treatment. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, [s. I.], v. 28, p.
101731, 2020.

PATEL, R. N. Biocatalysis for synthesis of pharmaceuticals. Bioorganic and Medicinal
Chemistry, [s. I.], v. 26, n. 7, p. 1252-1274, 2018.

PENG, L.; XU, X.; MU, H.; H@Y, C.; ADLER-NISSEN, J. Production of structured
phospholipids by lipase-catalyzed acidolysis: Optimization using response surface
methodology. Enzyme and Microbial Technology, [s. 1], v. 31, n. 4, p. 523-532, 2002.

PHUKON, L. C.; CHOURASIA, R.; KUMARI, M.; GODAN, T. K.; SAHOO, D;
PARAMESWARAN, B.; RAI, A. K. Production and characterisation of lipase for application
in detergent industry from a novel Pseudomonas helmanticensis HS6. Bioresource
Technology, [s. I.], v. 309, p. 123352, 2020.

PINHEIRO, B. B.; RIOS, N. S.; AGUADO, E. R.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; FREIRE,
T. M.; FECHINE, P. B. A.; SANTOS, J. C.; GONCALVES, L. R. B. Chitosan activated with
divinyl sulfone: a new heterofunctional support for enzyme immobilization. Application in
the immobilization of lipase B from Candida antarctica. International Journal of Biological
Macromolecules, [s. I.], v. 130, p. 798-809, 2019.

POPPE, J. K.; MATTE, C. R.; PERALBA, M. C. R.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.;
RODRIGUES, R. C.; AYUB, M. A. Z. Optimization of ethyl ester production from olive and
palm oils using mixtures of immobilized lipases. Applied Catalysis A: General, [s. I.], v.
490, p. 50-56, 2015.

POPPE, J. K.; MATTE, C. R.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; RODRIGUES, R. C.; AYUB,
M. A. Z. Transesterification of waste frying oil and soybean oil by combi-lipases under
ultrasound-assisted reactions. Applied Biochemistry and Biotechnology, [s. I.], v. 186, n. 3,
p. 576-589, 2018.

PORATH, J.; LS, T.; JANSON, J. C. Agar derivatives for chromatography, electrophoresis
and gel-bound enzymes. I11. Rigid agarose gels cross-linked with divinyl sulphone (dvs).
Journal of chromatography, [s. 1], v. 103, n. 1, p. 49-62, 1975.

PRECZESKI, K. P.; KAMANSKI, A. B.; SCAPINI, T.; CAMARGO, A. F.; MODKOSKI, T.
A.; ROSSETTO, V.; VENTURIN, B.; MULINARI, J.; GOLUNSKI, S. M.; MOSSI, A. J.
Efficient and low-cost alternative of lipase concentration aiming at the application in the
treatment of waste cooking oils. Bioprocess and Biosystems Engineering, [s. |.], v. 41, n. 6,
p. 851-857, 2018.

PUBCHEM. Divinyl sulfone. Disponivel em:
<https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Divinyl-sulfone>. Acesso em: 01 fev. 2022.

REETZ, M. T. Biocatalysis in organic chemistry and biotechnology: Past, present, and future.



98

Journal of the American Chemical Society, [s. I.], v. 135, n. 34, p. 1248012496, 2013.

RIOS, N. S.; PINHEIRO, M. P.; SANTOS, J. C. S.; FONSECA, T. S.; LIMA, L. D.;
MATTOS, M. C.; FREIRE, D. M. G.; SILVA, 1. J.; RODRIGUEZ-AGUADO, E.;
GONCALVES, L. R. B. Strategies of covalent immobilization of a recombinant Candida
antarctica lipase B on pore-expanded SBA-15 and its application in the kinetic resolution of
(R,S)-Phenylethyl acetate. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, [s. I.], v. 133, p.
246-258, 2016.

RIOS, N. S.; PINHEIRO, M. P.; LIMA, M. L. B.; FREIRE, D. M. G.; SILVA, I. J;
RODRIGUEZ-CASTELLON, E.; SANT’ANA, H. B.; MACEDO, A. C.; GONCALVES, L.
R. B. Pore-expanded SBA-15 for the immobilization of a recombinant Candida antarctica
lipase B: Application in esterification and hydrolysis as model reactions. Chemical
Engineering Research and Design, [s. I.], v. 129, p. 12-24, 2018.

RIOS, N. S.; MENDEZ-SANCHEZ, C.; ARANA-PENA, S.; RUEDA, N.; ORTIZ, C.;
GONCALVES, L. R. B.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Immobilization of lipase from
Pseudomonas fluorescens on glyoxyl-octyl-agarose beads: Improved stability and reusability.
Biochimica et Biophysica Acta - Proteins and Proteomics, [s. I.], v. 1867, n. 9, p. 741-747,
2019.

RODRIGUES, R. C.; GODOY, C. A.; VOLPATO, G.; AYUB, M. A. Z.; FERNANDEZ-
LAFUENTE, R.; GUISAN, J. M. Immobilization-stabilization of the lipase from
Thermomyces lanuginosus: Critical role of chemical amination. Process Biochemistry, [s. 1.],
v. 44, n.9, p. 963-968, 20009.

RODRIGUES, R. C.; ORTIZ, C.; BERENGUER-MURCIA, A; TORRES, R;
FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Modifying enzyme activity and selectivity by
immobilization. Chem. Soc. Rev., [s. I.], v. 42, n. 15, p. 6290-6307, 2013.

RODRIGUES, R. C.; VIRGEN-ORTIZ, J. J.; SANTOS, J. C.s.; BERENGUER-MURCIA,
A.; ALCANTARA, A. R.; BARBOSA, O.; ORTIZ, C.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.
Immobilization of lipases on hydrophobic supports: immobilization mechanism, advantages,
problems, and solutions. Biotechnology Advances, [s. I.], v. 37, n. 5, p. 746-770, 2019.

RODRIGUES, R. C.; AYUB, M. A. Z. Effects of the combined use of Thermomyces
lanuginosus and Rhizomucor miehei lipases for the transesterification and hydrolysis of
soybean oil. Process Biochemistry, [s. 1], v. 46, n. 3, p. 682-688, 2011.

RODRIGUES, R. C.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Lipase from Rhizomucor miehei as an
industrial biocatalyst in chemical process. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, [s.
[.], v. 64, n.1-2, p. 1-22, 2010.

RODRIGUEZ-NUNEZ, K.; BERNAL, C.; MARTINEZ, R. Immobilized biocatalyst
engineering: high throughput enzyme immobilization for the integration of biocatalyst
improvement strategies. International Journal of Biological Macromolecules, [s. I.], v. 170,
p. 61-70, 2021.

ROY CHOUDHURY, A. K. Enzyme applications in textile chemical processing. Sustainable
Technologies for Fashion and Textiles, [s. 1], p. 91-115, 2020.



99

RUEDA, N.; SANTOS, J. C. S,; TORRES, R.; ORTIZ, C.; BARBOSA, O.; FERNANDEZ-
LAFUENTE, R. Improved performance of lipases immobilized on heterofunctional octyl-
glyoxyl agarose beads. RSC Advances, [s. ], v. 5, n. 15, p. 11212-11222, 2015.

RUEDA, N.; SANTOS, C. S.; RODRIGUEZ, M. D.; ALBUQUERQUE, T. L.; BARBOSA,
O.; TORRES, R.; ORTIZ, C.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Reversible immobilization of
lipases on octyl-glutamic agarose beads: A mixed adsorption that reinforces enzyme
immobilization. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, [s. I.], v. 128, p. 10-18,
2016.

SAMPAIOQ, C. S.; ANGELOTTI, J. A.F.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; HIRATA, D. B.
Lipase immobilization via cross-linked enzyme aggregates: problems and prospects: a review.
International Journal Of Biological Macromolecules, [s. I.], v. 215, p. 434-449, 2022.

SANCHEZ, A.; CRUZ, J.; RUEDA, N.; SANTOS, J. C. S.; TORRES, R.; ORTIZ, C,;
VILLALONGA, R.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Inactivation of immobilized trypsin
under dissimilar conditions produces trypsin molecules with different structures. RSC
Advances, [s. I.], v. 6, n. 33, p. 27329-27334, 2016.

SANTOS, J. C. S.; RUEDA, N.; BARBOSA, O.; FERNANDEZ-SANCHEZ, J. F.;
MEDINA-CASTILLO, A. L.; RAMON-MARQUEZ, T.; ARIAS-MARTOS, M. C.;
MILLAN-LINARES, M. C.; PEDROCHE, J.; YUST, M. M. Characterization of supports
activated with divinyl sulfone as a tool to immobilize and stabilize enzymes via multipoint
covalent attachment. Application to chymotrypsin. RSC Advances, [s. I.], v. 5, n. 27, p.
20639-20649, 2015a.

SANTOS, J. C. S.; RUEDA, N.; SANCHEZ, A.; VILLALONGA, R.; GONCALVES, L. R.
B.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Versatility of divinylsulfone supports permits the tuning
of CALB properties during its immobilization. RSC Advances, [s. I.], v. 5, n. 45, p. 35801—
35810, 2015b.

SANTOS, J. C.s.; RUEDA, N.; BARBOSA, O.; MILLAN-LINARES, M. C.; PEDROCHE,
J.; YUSTE, M. M.; GONCALVES, L. R. B.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Bovine trypsin
immobilization on agarose activated with divinylsulfone: Improved activity and stability via
multipoint covalent attachment. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, [s. I.], v.
117, p. 38-44, 2015c.

SANTOS, J. C.s.; RUEDA, N.; TORRES, R.; BARBOSA, O.; GONCALVES, L.R.B;
FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Evaluation of divinylsulfone activated agarose to immobilize
lipases and to tune their catalytic properties. Process Biochemistry, [s. 1], v. 50, n. 6, p. 918—
927, 2015d.

SANTOS, J. C.s.; RUEDA, N.; GONCALVES, L. R. B.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.
Tuning the catalytic properties of lipases immobilized on divinylsulfone activated agarose by
altering its nanoenvironment. Enzyme and Microbial Technology, [s. I.], v. 77, p. 1-7,
2015e.

SARMAH, N.; REVATHI, D.; SHEELU, G.; RANI, K. Y.; SRIDHAR, S.; MEHTAB, V.;
SUMANA, C. Recent advances on sources and industrial applications of lipases.



100

Biotechnology Progress, [s. I.], v. 34, n. 1, p. 5-28, 2018.

SATAR, R.; ANSARI, S. A. Functionalized agarose as an effective and novel matrix for
immobilizing Cicer arietinum p-galactosidase and its application in lactose hydrolysis.
Brazilian Journal of Chemical Engineering, [s. I.], v. 34, n. 2, p. 451457, 2017.

SCHMID, A.; DORDICK, J. S.; HAUER, B.; KIENER, A.; WUBBOLTS, M.; WITHOLT,
B. Industrial biocatalysis today and tomorrow. Nature, v. 409, n. 6817, p. 258-268, 2001.

SCHMID, R. D.; VERGER, R. Lipases: Interfacial enzymes with attractive applications.
Angewandte Chemie, [s. I.], v. 37, p. 1608-1633, 1998.

SCHOEMAKER, H. E.; MINK, D. L.; WUBBOLTS, M. G. Dispelling the myths -
Biocatalysis in industrial synthesis. Science American Association for the Advancement of
Science, [s. I.], 2003.

SHAHEDI, M.; HABIBI, Z.; YOUSEFI, M.; BRASK, J.; MOHAMMADI, M. Improvement
of biodiesel production from palm oil by co-immobilization of Thermomyces lanuginosa
lipase and Candida antarctica lipase B: Optimization using response surface methodology.
International Journal of Biological Macromolecules, [s. I.], v. 170, p. 490-502, 2021.

SHELDON, R. A. Cross-linked enzyme aggregates (CLEA®s): Stable and recyclable
biocatalysts. Biochemical Society Transactions. Anais Biochem Soc Trans, 2007.

SHELDON, R. A. Characteristic features and biotechnological applications of cross-linked
enzyme aggregates (CLEAs). Applied Microbiology and Biotechnology, [s. I.], v. 92, n. 3,
p. 467-477, 2011.

SHELDON, R. A.; VAN PELT, S. Enzyme immobilisation in biocatalysis: why, what and
how. Chem. Soc. Rev., [s. I.], v. 42, n. 15, p. 6223-6235, 2013.

SILVA, R. M.; SOUZA, P. M. P.; FERNANDES, F. A. N.; GONCALVES, L. R. B
RODRIGUES, S. Co-immobilization of dextransucrase and dextranase in epoxy-agarose-
tailoring oligosaccharides synthesis. Process Biochemistry, [s. I.], v. 78, p. 71-81, 2019.

SINGH, V.; RAKSHIT, K.; RATHEE, S.; ANGMO, S.; KAUSHAL, S.; GARG, P.;
CHUNG, J. H.; SANDHIR, R.; SANGWAN, R. S.; SINGHAL, N. Metallic/bimetallic
magnetic nanoparticle functionalization for immobilization of a-amylase for enhanced
reusability in bio-catalytic processes. Bioresource Technology, [s. I.], v. 214, p. 528-533,
2016.

SOLER, G.; BASTIDA, A.; BLANCO, R. M; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; GUISAN, J.
M. Reactivation strategies by unfolding/refolding of chymotrypsin derivatives after
inactivation by organic solvents. Biochimica et Biophysica Acta - Protein Structure and
Molecular Enzymology, [s. 1], v. 1339, n. 1, p. 167-175, 1997.

SOUZA, P. M. P.; CARBALLARES, D.; LOPEZ-CARROBLES, N.; GONCALVES, L. R.
B.; LOPEZ-GALLEGO, F.; RODRIGUES, S.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Enzyme-
support interactions and inactivation conditions determine Thermomyces lanuginosus lipase
inactivation pathways: Functional and florescence studies. International Journal of



101

Biological Macromolecules, [s. I.], v. 191, p. 79-91, 2021.

STAUCH, B.; FISHER, S. J.; CIANCI, M. Open and closed states of Candida antarctica
Lipase B: protonation and the mechanism of interfacial activation. Journal of Lipid
Research, [s. I.], v. 56, n. 12, p. 2348-2358, 2015.

STOBIECKA, A.; WYSOCKI, S.; BRZOZOWSKI, A. M. Fluorescence study of fungal
lipase from Humicola lanuginosa. Journal of Photochemistry and Photobiology B:
Biology, [s. I.], v. 45, n. 2-3, p. 95-102, 1998.

SUESCUN, A.; RUEDA, N.; SANTOQOS, J. C.s.; CASTILLO, J. J.; ORTIZ, C.; TORRES, R;;
BARBOSA, O.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Immobilization of lipases on glyoxyl-octyl
supports: Improved stability and reactivation strategies. Process Biochemistry, [s. I.], v. 50,
n. 8, p. 1211-1217, 2015.

TAKAGC, S.; BAKKAL, M. Impressive effect of immobilization conditions on the catalytic
activity and enantioselectivity of Candida rugosa lipase toward S-Naproxen production.
Process Biochemistry, [s. .], v. 42, n. 6, p. 1021-1027, 2007.

THOMPSON, M. P.; PENAFIEL, I.; COSGROVE, S. C.; TURNER, N. J. Biocatalysis using
immobilized enzymes in continuous flow for the synthesis of fine chemicals. Organic
Process Research and Development, [s. I.], v. 23, n. 1, p. 9-18, 20109.

TONGBORIBOON, K.; CHEIRSILP, B.; H-KITTIKUN, A. Mixed lipases for efficient
enzymatic synthesis of biodiesel from used palm oil and ethanol in a solvent-free system.
Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, [s. I.], v. 67, p. 52-59, 2010.

TORRES, P.; BATISTA-VIERA, F. Immobilization of -galactosidase from Bacillus
circulans onto epoxy-activated acrylic supports. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, [s. I.], v. 74, n. 3-4, p. 230-235, 2012.

UPPENBERG, J.; HANSEN, M. T.; PATKAR, S.; JONES, T. A. The sequence, crystal
structure determination and refinement of two crystal forms of lipase B from Candida
antarctica. Structure, [s. I.], v. 2, n. 4, p. 293-308, 1994.

VERDASCO-MARTIN, C. M.; GARCIA-VERDUGO, E.; PORCAR, R.; FERNANDEZ-
LAFUENTE, R.; OTERO, C. Selective synthesis of partial glycerides of conjugated linoleic
acids via modulation of the catalytic properties of lipases by immobilization on different
supports. Food Chemistry, [s. I.], v. 245, p. 39-46, 2018.

VIRGEN-ORTIZ, J. J.; PEIRCE, S.; TACIAS-PASCACIO, V. G.; CORTES-CORBERAN,
V.; MARZOCCHELLA, A.; RUSSO, M. E.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Reuse of anion
exchangers as supports for enzyme immobilization: Reinforcement of the enzyme-support
multiinteraction after enzyme inactivation. Process Biochemistry, [s. I.], v. 51, n. 10, p.
1391-1396, 2016.

VIRGEN-ORTIZ, J. J.; TACIAS-PASCACIO, V. G.; HIRATA, D. B.; TORRESTIANA-
SANCHEZ, B.; ROSALES-QUINTERO, A.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Relevance of
substrates and products on the desorption of lipases physically adsorbed on hydrophobic
supports. Enzyme and Microbial Technology, [s. I.], v. 96, p. 30-35, 2017a.



102

VIRGEN-ORTIZ, J.; PEDRERO, S.; FERNANDEZ-LOPEZ, L.; LOPEZ-CARROBLES, N.;
GORINES, B.; OTERO, C.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Desorption of lipases
immobilized on octyl-agarose beads and coated with ionic polymers after thermal
inactivation. Stronger adsorption of polymers/unfolded protein composites. Molecules : A
Journal of Synthetic Chemistry and Natural Product Chemistry, [s. 1], v. 22, n. 1, 2017b.

WAHAB, R. A.; ELIAS, N.; ABDULLAH, F.; GHOSHAL, S. K. On the taught new tricks of
enzymes immobilization: An all-inclusive overview. Reactive and Functional Polymers, [s.
[.], v. 152, p. 104613, 2020.

WANG, G. Z.; DONG, X. Y.; SUN, Y. lon-exchange resins greatly facilitate refolding of
like-charged proteins at high concentrations. Biotechnology and Bioengineering, [s. |.], v.
108, n. 5, p. 1068-1077, 2011.

WOHLGEMUTH, R. Large-scale applications of hydrolases in biocatalytic asymmetric
synthesis. Asymmetric Catalysis on Industrial Scale: Challenges, Approaches and
Solutions: Second Edition, [s. 1], p. 249-264, 2010.

XIAOKANG, Z.; HAITAO, R.; JIANYONG, L. Effects of different scouring methods on the
catalytic efficiency of pectinase for cotton knitted fabrics. Textile Research Journal, [s. I.],
v. 89, n. 4, p. 635-644, 2019.

YADAYV, N.; BHAKUNI, K.; BISHT, M.; BAHADUR, I.; VENKATESU, P. Expanding the
Potential role of deep eutectic solvents toward facilitating the structural and thermal stability
of a-chymotrypsin. ACS Sustainable Chemistry and Engineering, [s. I.], v. 8, n. 27, p.
10151-10160, 2020.

YAGIZ, F.; KAZAN, D.; AKIN, A. N. Biodiesel production from waste oils by using lipase
immobilized on hydrotalcite and zeolites. Chemical Engineering Journal, [s. 1], v. 134, n.
1-3, p. 262-267, 2007.

YANG, C.; YU, L.; DONG, X.; SUN, Y. Mono-sized microspheres modified with
poly(ethylenimine) facilitate the refolding of like-charged lysozyme. Reactive and
Functional Polymers, [s. 1], v. 72, n. 11, p. 889-896, 2012.

YU, L. L.; DONG, X. Y.; SUN, Y. lon-exchange resins facilitate like-charged protein
refolding: Effects of porous solid phase properties. Journal of Chromatography A, [s. I.], v.
1225, p. 168-173, 2012.

YUAN, X.; OU, J.; ZHANG, P.; XU, W.; JIANG, B.; TANG, K. PEG-modified lipase
immobilized onto NH2-MIL-53 MOF for efficient resolution of 4-fluoromandelic acid
enantiomers. International Journal of Biological Macromolecules, [s. I.], v. 165, p. 1793—
1802, 2020.

ZAAK, H.; SIAR, E.; KORNECKI, J. F.; FERNANDEZ-LOPEZ, L.; PEDRERO, S. G.;
VIRGEN-ORTIZ, J. J.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. Effect of immobilization rate and
enzyme crowding on enzyme stability under different conditions. The case of lipase from
Thermomyces lanuginosus immobilized on octyl agarose beads. Process Biochemistry, [s. I.],
v. 56, p. 117-123, 2017a.



103

ZAAK, H.; FERNANDEZ-LOPEZ, L.; VELASCO-LOZANGO, S.; ALCARAZ-
FRUCTUQOSO, M. T.; SASSI, M.; LOPEZ-GALLEGO, F.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.
Effect of high salt concentrations on the stability of immobilized lipases: Dramatic deleterious
effects of phosph ate anions. Process Biochemistry, [s. I.], v. 62, p. 128-134, 2017b.

ZAAK, H.; SASSI, M.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R. A new heterofunctional amino-vinyl
sulfone support to immobilize enzymes: Application to the stabilization of B-galactosidase
from Aspergillus oryzae. Process Biochemistry, [s. I.], v. 64, 2017, p. 200-205, 2018.

ZHANG, W.; YANG, X.; JIA, J.; WANG, N.; HU, C.; YU, X. Surfactant-activated magnetic
cross-linked enzyme aggregates (magnetic CLEAS) of Thermomyces lanuginosus lipase for
biodiesel production. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, [s. |.], v. 115, p. 83-89,
2015.

ZHENG, C. Screening and identification of Lipase Producing Bacterium Screening and
identification of Lipase Producing Bacterium. IOP Conf. Ser.: Earth Environ. Sci, [s. I.], v.
108, p. 42088, 2018.

ZUCCA, P.; FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; SANJUST, E. Agarose and its derivatives as
supports for enzyme immobilization. Molecules, [s. I.], v. 21, n. 11, p. 1577, 2016.



