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RESUMO - A estratégia de imobilizacdo de enzimas é estudada com o objetivo de
produzir biocatalisadores mais estaveis que poderao ser utilizados em reacdes de elevado
interesse industrial. A lipase de Candida antarctica do tipo B expressa em Aspergillus
niger foi imobilizada em Immobead-350. Mecanismos de imobilizacdo foram avaliados
para facilitar a ligacdo covalente enzima/suporte, através da adicdo de Triton X-100.
Quanto a estabilidade, os derivados preparados foram testados nos pHs 5, 7 e 10, a
temperatura de 70 °C, 60 °C e 50 °C, respectivamente, e, também, na presenca de
acetonitrila e dioxano, ambos a 30%, a temperatura de 65°C. A condi¢do mais estavel
para o biocatalisador foi a pH 5,0, na temperatura de 70°C, o qual apresentou um tempo
de meia vida (t,/,) de 68 minutos. Assim, a presenca de Triton no meio facilitou a ligagéo
covalente enzima/suporte e produziu-se um biocatalisador estavel sob condigfes
ambientais diversas.

1. INTRODUCAO

Lipases (triglicerol acilhidrolases EC.3.1.1.3) sdo enzimas que pertencem a classe das
hidrolases (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999), cuja funcédo natural é a clivagem de ligagdes éster
em triglicerideos, com o consumo de moléculas de agua (hidrdlise) (POPPE et al., 2013). Elas estdo
entre as enzimas mais utilizadas na biocatalise, devido a sua ampla especificidade, a ampla gama de
reacOes que podem catalisar e a sua excelente estabilidade em diferentes meios reacionais
(ADLERCREUTZ, 2013; JAEGER; EGGERT, 2002; ZHANG et al., 2014).

A utilizacdo de enzimas livres tem sido limitada devido a sua natureza consideravelmente

instavel as condicOes rigorosas de pH e temperatura (BETIGERI; NEAU, 2002). A reutilizacdo de
enzimas (principalmente lipases) tem aliado vantagens préaticas e econdmicas através da utilizacdo de
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tecnologias de imobilizacdo, que permitem separar as enzimas do meio reacional e facilitar a
separagcdo de produtos (SHELDON; VAN PELT, 2013). A imobilizacdo, quando projetada
adequadamente, pode ser uma técnica eficaz para melhorar quase todas as propriedades da enzima,
tais como: estabilidade, atividade, reducédo da inibicdo, especificidade e seletividade (BEZERRA et
al., 2015; MATEO et al., 2007).

O Immobead-350 é um polimero acrilico macroporoso, composto por esferas inertes na
natureza (HANEFELD; GARDOSSI; MAGNER, 2009), adequado para a imobilizacdo covalente de
uma variedade de enzimas, pois possui esferas funcionalizadas com ligantes epOxi que reagem
principalmente com grupos amino de lisinas presentes na superficie da enzima (BABICH et al.,
2012). Algumas vantagens da imobilizac&o de enzimas no interior de um sélido com estrutura porosa
é que ele permite que as moléculas de enzima estejam completamente dispersas e impossibilitadas de
interagir com qualquer interface externa (SANTOS et al., 2015). Dessa forma, esta imobilizacéo ird
estabilizar a enzima prevenindo a agregacdo, autolise ou até mesmo protedlise por proteases do
extrato (que também estardo dispersas e imobilizadas) (BEZERRA et al., 2015; MATEO et al., 2007).

No presente trabalho, a lipase de Candida sp. expressa em Anspergilus niger foi imobilizada
covalentemente em Immobead-350 (IB-350) e as condicGes de imobilizacdo foram testadas quanto a
presenca e auséncia do detergente Triton X-100, como também foi estudada a estabilidade do
biocatalisador em diferentes temperaturas, e na presenca de solventes organicos.

2. METODOLODIA

2.1. Obtencéo da enzima e do suporte

A lipase recombinante de Candida sp. expressa em Aspergillus niger é um tipo de lipase de
Candida antarctica do tipo B (CALB), uma enzima comercial obtida da empresa Sigma-Aldrich. O
suporte utilizado na producdo do biocatalisador também é comercial e foi fornecido pela empresa
Chiral Vision.

2.2. Pré-tratamento do Suporte

O pre-tratamento consistiu em um procedimento de hidratacdo para retirar o ar aprisionado
dentro das esferas de Immobead-350, onde 2 g de do suporte foram tratados com 25 mL de etanol
(95%) por 4h. Durante esse tempo as esferas de 1B-350 foram cuidadosamente decantadas. Em
seguida, o suporte foi filtrado e lavado 4 a 5 vezes com agua destilada (20 mL) e entéo equilibrado em
tampéo fostato de sodio (25mM - pH 7,0) A metodologia foi baseada no trabalho de DHAKE, (2012),
com modificagdes.
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2.3. Determinacédo da concentracao de proteina

A concentracdo de proteina da CALB foi quantificada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976), que baseia-se na ligacdo do corante Comassie Brilliant Blue G-250 a proteina. Albumina
Bovina Cristalina (BSA) foi utilizada como padréo para construir a curva de calibracéo.

2.4. Determinacéo da atividade enzimatica

A atividade da CALB soltvel e imobilizada foi determinada de acordo com uma metodologia
descrita por GARCIA-GALAN et al., (2014), com modificacdes. A medida foi realizada por meio da
hidrélise do substrato p-nitrofenol butirato (p-NPB) 50mM, em acetonitrila, a pH 7 e 25 ° C (g, sob
estas condigBes 10,052 mol™*.cm™). O produto, p-nitrofenol, liberado durante a hidrélise do p-NPB,
tem uma coloracdo amarelada, que é medida a 400 nm. Neste trabalho, uma unidade (U) é a
quantidade de enzima capaz de hidrolisar um pmol de substrato por minuto a um pH 7 e 25 ° C.

2.5. Determinacéo dos Parametros de Imobilizacéo

Os parametros de imobilizacdo utilizados nesse trabalho foram calculados segundo as equacoes
a sequir. Inicialmente, o calculo da atividade oferecida representado pela equacéao 1:

At = ((aerD) /(B)> 1)

onde At é a atividade enzimatica (U.g™), o ¢ a taxa de consumo do p- NPB (abs.min™), fé o fator da
curva de calibracdo do PNP (umoL/(mL.abs)), Vr € o volume de reagdo (mL), D representa a diluicdo
da solucdo enzimatica (mL/mL), Ve é o volume de solucdo enzimética (mL), B é o Bradford
(6,06 mg.mL™1) e C, ¢ a carga oferecida (mg P . g~'suporte).

A atividade do derivado foi calculada segundo uma variacdo da equacédo (1), determinada pela
equacao 2 a seguir:

Atividade do derivado (Aty) = a.f. (XZ) (%) 2
onde Vs é o volume de solucéo enzimatica (ml) e M, é a massa do biocatalisador (g), ambos utilizados
na imobilizacao.

O rendimento de imobilizacdo (Rl %), em termos de atividade hidrolitica, foi calculado pela
equacéo 3:

RI (%) = 2262 100 (3)

ofj
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Em que Atof é a atividade oferecida no inicio do curso de imobilizacdo (U.g?) e Aty € a atividade
ap6s o processo de imobilizagdo (U.g™).

2.6. Influéncia da Presenca de Triton X-100 na Imobilizacdo

Para verificar a influéncia do Triton X-100 no processo de imobilizagdo foram realizados testes
de imobilizacdo na presenca e auséncia do detergente. Nesse experimento, 0,1 g de suporte foi
adicionado a uma solugdo 0,01 % de Triton X-100, contendo 1,0 mg de proteina / mL de tampdao
bicarbonato de so6dio 25 mM, pH 10, 1/10 m/v. A outra imobilizacdo ocorreu ha mesma carga de 10
mg de proteina / g de suporte, mas sem a adicdo do detergente, ambas foram realizadas a 25 °C. As
atividades dos derivados foram determinadas utilizando-se a hidrélise do p- NPB. Os parametros de
imobilizacdo foram calculados para comparar a eficiéncia dos derivados.

2.7. Estabilidade Térmica

Para verificar o efeito da temperatura sobre a estabilidade, as lipases soltvel e imobilizada
foram incubados em 1 mL dos tampdes citrato a pH 5, fosfato de sodio a pH 7 e bicarbonato de sédio
a pH 10, ambos 25 mM, em diferentes temperaturas. As amostras foram retiradas periodicamente e a
atividade foi medida utilizando-se o p- NPB. A constante de inativacdo térmica foi calculada pela
equacdo 4, utilizando o método de ajuste exponencial ndo-linear de SADANA; HENLEY, (1987).

AR=(1—-a).e7 ¥t 4 o 4)

AR ¢ a Atividade Relativa (A/Ao); o ¢é razao entre a atividade enzimatica do estado final (A) e a
atividade enzimética do estado inicial (Ag); Kq € a constante de inativagdo térmica de primeira ordem
(h™) e t é o tempo de incubacéo da solucdo enzimatica (h).

O tempo de meia-vida da enzima, definido como o tempo necessario para que ocorra uma
reducdo de 50% da atividade inicial, foi calculado pela equacéo 5.

__In(0,5-a)
M2 = e )

Em que t, /, € o tempo de meia-vida da enzima.

2.8. Estabilidade em Solvente

Nesse ensaio, 0s solventes dioxano e acetonitrila foram diluidos separadamente em uma solugéo
30 % de solvente / 70 % de tampdo Tris HCI 100mM a pH 7, respectivamente, a 25 °C. Para
determinar a estabilidade em solvente, as lipases soltvel e imobilizada foram incubados em 1 mL de
solugéo solvente 30%, a temperatura de 65°C, para proceder a sua inativacdo. Periodicamente, as
amostras foram retiradas e a atividade foi medida utilizando o p- NPB. Os tempos de meia-vida (t; ;)
também foram determinados pela aplicacdo do modelo de decaimento exponencial ndo linear de
Sadana e Henley (1987).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Imobilizagio na presenca de triton X-100

A tabela 1 mostra que a presenca de Triton X-100, na concentracdo de 0,01%, promoveu um
aumento na atividade da CALB imobilizada (Atd = 5,29 + 0,58 U/g) em Immobead-350, esse valor é
quase duas vezes superior ao da imobilizacdo na auséncia do Triton X-100, mostrando que o
detergente promove uma hiperativacdo da enzima, consequentemente melhorando sua atividade. As
duas imobiliza¢des apresentaram valores semelhantes de rendimento de imobilizacdo (R1 % = 98,54),
ISso sugere que a enzima foi quase totalmente imobilizada no suporte, nas duas condigdes.

Tabela 1 — Parametros de imobilizacdo do derivado (10mg / g de suporte) na auséncia e presenca de
Triton X-100 0,01%.

At (UlQ) At; (Ulg) Ato(Ulg) RI (%)
Auséncia de triton 241,41 +0,29 3,54 +1,40 3,71+1,65 98,54
Presenca de triton 295,67 + 18,60 3,43+ 0,40 529 +0,58 08,34

Segundo FERNANDEZ-LORENTE et al., (2008), a utilizacdo de Triton X-100 em baixas
concentracfes parece ser uma estratégia simples e eficaz para aumentar de forma significativa a
atividade da enzima na auséncia de interfaces adicionais, quando se utiliza lipases imobilizadas. O
detergente pode também induzir mudancas conformacionais na sua estrutura, permitindo que 0s
grupos hidrofébicos anteriormente confinados tornem-se expostos, favorecendo o acesso do substrato
ao sitio ativo da lipase (PALOMO et al., 2003). Desta forma, a imobilizacdo covalente na auséncia de
detergente pode ser complexa, com monémeros e dimeros sendo imobilizados (DOS SANTOS et al.,
2015).

3.2. Estabilidade térmica e em solvente

A fim de avaliar o comportamento da lipase solUvel, e imobilizada, os experimentos foram
realizados a 50 °C, 60 °C, e 70 °C, em valores de pH de 10, 7 e 5, respectivamente, como descrito na
secdo 2.7. A Tabela 2 a seguir mostra que a estabilidade térmica da CALB imobilizada
covalentemente € muito maior do que a da lipase soluvel, isso se deve a natureza consideravelmente
instavel as condicdes rigorosas de pH e temperatura das enzimas soluveis (BETIGERI; NEAU, 2002).

A melhor condicéo de estabilidade da CALB imobilizada em 1B-350 foi a pH 5,0 / 70°C, na
qual o tempo de meia-vida € 13 vezes maior que o da lipase sollvel. Assim, essa condi¢do pode ser
explicada pela forte interagdo entre as moléculas de enzima e suporte, que, devido a estabiliza¢do da
sua estrutura tridimensional, impediram & inativacdo da enzima (LIMA et al., 2015).
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Tabela 2 — Tempos de meia-vida em diferentes condicdes (expresso em minutos) da CALB
soluvel e imobilizada em IB-350, sob diferentes condi¢des de inativagéo.

Condicdes de inativagéo

Amostras pH 10 - Dioxano 30% -  Acetonitrila
pH5,0-70°C pH7,0-60°C
50°C 65°C 30% - 65°C
CALB-1B-350 68 57,5 29 42,3 27,8
CALB solavel 5 12 6 3,8 6,3

As meias-vidas foram calculados utilizando o método de ajuste exponencial nio-linear de Sadana e Henley (1987).
BRIGIDA et al., (2007), definiu como o tempo necessario para que a enzima perca 50% da sua atividade inicial.

De acordo com PETERSON et al., (2007), a estabilidade térmica é frequentemente um fator
chave no sucesso de processos biologicos, e isso independe das condi¢bes de tais processos, uma vez
que as velocidades de reacdo tipicamente aumentam exponencialmente com a temperatura até o ponto
de desnaturacdo da enzima. A imobilizacdo € uma técnica utilizada ndo s6 para tornar as enzimas
insolUveis, mas também para estabiliza-las. Dependendo da for¢a de ligacdo, uma maior rigidez da
estrutura terciaria pode ser obtida. Como resultado, a enzima imobilizada pode mostrar uma maior
estabilidade contra o calor, solventes organicos, e outros agentes desnaturantes (DE LIMA et al.,
2013).

3.3. Estabilidade em solvente

Na estabilidade em solvente, os derivados de enzimas foram incubados em solucdes de dioxano
30% e acetonitrila 30%, ambas em 70 % de tampédo Tris HCI, a pH 7, sob a mesma temperatura
(65°C). A tabela 5.5 mostra que os resultados da estabilidade em solventes orgénicos foram
relativamente diferentes da estabilidade térmica. Nesse caso, a alta temperatura aliada a presenca do
solvente orgénico promoveu uma reducdo na estabilidade dos derivados e, principalmente, da enzima
sollvel, que apresentou baixos valores de meia-vida. A amostra mais estavel foi CALB imobilizada
em IB-350, na presenca de dioxano 30%, mostrando que esse solvente ndo tem um efeito negativo
pronunciado sobre a estabilidade do derivado quanto acetonitrila 30%. Ja os preparados de enzimas
sollveis tiveram uma resposta contréria, a lipase foi mais estavel na presenca de acetonitrila.

A diferente estabilidade das enzimas imobilizadas em diferentes valores de pH, de temperatura,
e na presenca de diferentes solventes organicos, sugere que a inativacdo da CALB ndo segue 0 mesmo
percurso em condi¢Oes distintas de inativacao, algumas regides da proteina sdo mais relevantes sobre
a estabilidade em determinadas condicdes, enquanto outras areas podem ser mais relevantes sobre
outras condicGes experimentais (GARCIA-GALAN et al., 2014).

5. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a presenca de Triton X-100 melhorou a atividade e estabilidade do
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biocatalisador, por favorecer a interagdo da enzima com o suporte. Além disso, o biocatalisador se
mostrou altamente estavel, pois apresentou elevados tempos de meia-vida, em diferentes
condi¢des de inativacdo, quando comparado a baixa estabilidade da lipase soluvel, obtendo-se
um maior valor na condigao de pH 5,0, a 70°C (t1,2 = 68 minutos), enquanto o tempo de meia-
vida da lipase soluvel foi de apenas 5 minutos
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