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RESUMO - Lecitase Ultra foi imobilizada por meio de duas estratégias diferentes:
ligacdo covalente em brometo de cianogénio-agarose e por ativacdo interfacial em octil-
agarose. Os derivados foram submetidos a diferentes modificacbes quimicas (aminacao,
glutaraldeido ou acido 2,4,6-trinitrobenzensulfonic (TNBS)), a fim de verificar o efeito
nas propriedades cataliticas das enzimas imobilizadas. A modificacdo com glutaraldeido
da enzima imobilizada ou modificada e aminada permitiu melhorar a estabilidade da
enzima imobilizada, tanto em pH7 e 9 (em torno de 10 vezes), mas apenas a enzima
aminada melhorou a estabilidade em pH5. A aminagdo melhorou a estabilidade de octil-
Lecitase, a0 mesmo tempo em que reduziu a estabilidade da imobilizada por covaléncia. E
a modificagdo com TNBS apenas melhora a estabilidade da enzima imobilizada
covalentemente, por um fator de 10 vezes, em pH9.

1. INTRODUCAO

As fosfolipases Al hidrolisam o grupo 1-acilo de um fosfolipidio a um lisofosfolipido e a um
4cido graxo livre. Uma enzima com atividade de fosfolipase A1, nomeadamente Lecitase Ultra®, foi
patenteada e disponibilizada comercialmente, esta enzima é uma preparacao obtida a partir da fusao
dos genes da lipase de Thermomyces lanuginosus e a fosfolipase de Fusarium oxysporum. Essa nova
enzima apresenta estabilidade da lipase de T. lanuginosus e a atividade da enzima de F. oxysporum,
de acordo com Garcia-Galan et al. (2014) e De Maria et al. (2007).

Neste trabalho foram estudados os efeitos de diferentes modificacdes quimicas sobre as diversas
caracteristicas cataliticas de Lecitase. Esta enzima, como as lipases, tem um mecanismo catalitico
chamado ativacdo interfacial, que seria uma tampa que cobre o centro ativo no meio homogéneo
(forma fechada) em equilibrio com uma forma em que o centro ativo é exposto ao meio (forma
aberta), de acordo com estudos de Garcia-Galan et al. (2014).

A modifica¢do quimica foi realizada em Lecitase imobilizada, isto simplifica o processo, evita a
precipitacdo da proteina, durante ou depois da modificagdo, e pode até mesmo permitir a pré-
estabilizagdo da enzima, como temos referencia no trabalho de Rodrigues et al. (2011).



Nesse contexto, trés modificacGes quimicas diferentes foram estudadas, onde a primeira fora a
modificacdo dos grupos carboxilicos expostos da enzima com etilenodiamina (EDA), ap0s a ativacao
com carbodiimida (cloridrato de dezembro, N - 3 - dimetilaminopropil - N' - etilcarbodiimida )
Carraway et al. (1969). E a segunda modificacdo fora a de grupos amino primarios de superficie da
proteina de 2,3,4 - trinitrobenzenesulfonato (TNBS), esta modificacdo é altamente especifica de
grupos amino primarios, e, tradicionalmente, empregada para quantificar esses grupos em proteinas e
suportes segundo Mendes et al. (2011).

A terceira modificacdo consistiu no tratamento com glutaraldeido. Onde as modificacBes com
glutaraldeido e TNBS baseiam-se na reacdo com 0S grupos amino primarios, elas foram também
realizadas em enzimas anteriormente aminadas, para maximizar 0s seus possiveis efeitos, como por
exemplo, as ligacdes cruzadas inter- ou intramoleculares.

A hipétese é que essas modificagdes quimicas podem produzir alteragdes conformacionais
gerais na estrutura da enzima ou alterar os movimentos da tampa, em ambos o0s casos, ajustando as
caracteristicas finais da enzima. Estas alteracfes podem ser diferentes, dependendo da estratégia de
imobilizacdo usada, segundo Garcia-Galan et al. (2014).

2. MATERIAIS E METODOS

Lecitase foi obtida a partir da empresa Novozymes (Espanha). Octil-agarose e brometo de
cianogénio reticulado 4% agarose (CNBr) foram obtidos da GE Healthcare. Etilenodiamina (EDA),
N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida (DEC), acido 2,4,6-trinitrobenzensulfonic (TNBS),
glutaraldeido (solucdo aquosa a 50%), p-nitrophenylbutyrate (p-NPB), Triton X-100, dodecil sulfato
de sddio (SDS), brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), R e S-metil mandelato e fenilacetato de
metilo foram oriundos da empresa Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). O glutaraldeido (25%
(v /v) estabilizadas em etanol) foi da Fluka. Todos os reagentes e solventes eram de grau analitico.

2.1. Determinacéo da atividade da enzima

Este ensaio foi realizado através da medi¢do do aumento da absorbancia a 348 nm produzidos
pela liberacdo de p-nitrofenol na hidrélise de 0,4 mM de p-nitrophenylbutyrate (p-NPB), em fosfato
de sédio 100 mM, a pH 7,0 e 25 °C (sob estas ¢ condicdes é 5150 M™.cm™). Uma unidade
internacional de atividade (U) foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1 pmol de p-
NPB por minuto, sob as condi¢bes descritas, anteriormente. A concentracdo de proteina foi
determinada utilizando o método de Bradford (1976), e a de albumina de soro bovino foi utilizada
como referéncia.

Na determinagéo dos efeitos do valor do pH sobre a atividade da enzima, o protocolo seguido
foi semelhante, mas o tampéao nas mediges foi alterado, de acordo com o valor de pH como: acetato
de sodio a pH 5, fosfato de sodio a pH 6-8 e borato de sddio a pH 9 e pH 10.

2.2. Imobilizagdo de Lecitase em octil-agarose



Lecitase foi imobilizada em octil-agarose, em baixa forca idnica, de acordo com Fernandez-
Lorente et al. (2007). Cerca de 2,8 mL de extrato comercial (16 mg de proteina/mL, com uma
atividade pNPB de 5,6 U / mg de proteina) foram diluidos em 67,5 mL de fosfato de sédio 5 mM a
pH 7,e em seguida, foi adicionado 15 g de octil-agarose. A atividade de sobrenadante e a suspenséo
foram seguidas usando pNPB. Depois, a suspensao foi filtrada, e a lipase imobilizada fora lavada
varias vezes com agua destilada.

2.3. Imobilizacdo de Lecitase em CNBr -agarose

Um volume de 2,8 ml de Lecitase comercial foi diluida em 67,5 mL de fosfato de sodio 5 mM,
contendo 0,05% (m /v) de dodecil sulfato de sodio a pH 7, e 4 °C. Em seguida, foi adicionado 15 g de
CNBr. A atividade de sobrenadante e a suspensdo foram seguidas usando p-NPB. A imobilizacdo da
enzima foi terminada por incubagdo do suporte com etanonamina 1M, a pH 8, durante 12 h. Ao final,
a preparacgdo imobilizada foi lavada com agua destilada abundante.

2.4. Modificagdo quimica de Lecitase imobilizada

2.4.1. Aminacdo em fase solida de Lecitase

Dez gramas de Lecitase imobilizada, Lecitase-TNBS ou Lecitase-GLU foram adicionadas a 100
mL de 1M, a pH 4,75 EDA, sob agitacdo continua, como descrito no trabalho de Galvis et al. (2012).
A modificacdo comecou a partir da adicdo de DEC solido (para uma concentracdo final de 10 mM).
Apbs 2 h de agitacdo suave a 25°C, os derivados aminados tinham mais do que 95% dos grupos
carboxilicos expostos modificados, como apresentado no trabalho de Carraway et al. (1969).

2.4.2. Modificacdo dos grupos amino primarios de Lecitase imobilizada com
TNBS

A medida de 12 g de Lecitase imobilizada ou Lecitase-EDA foi adicionada a 100 mL de uma
solucdo de 0,1% (m/v) TNBS em fosfato de sédio a pH 8,0, e a mistura foi incubada durante 60
minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, a preparacdo de enzima modificada foi lavada com
agua destilada. A cor desenvolvida ndo aumentou quando a concentracdo e volume de TNBS foram
dobrados, o que sugere que 100% dos grupos amino primarios expostos na proteina tinham sido
modificados.

2.4.3. Modificacdo de Lecitase imobilizada com Glutaraldeido

A Lecitase imobilizada preparada como descrito, anteriormente, bem como Lecitase-EDA,
foram incubadas com 0,1% (v/v) de solucdo de glutaraldeido em tampéo fosfato de sddio 25 mM a
pH 7 e 25 °C durante 1h, sob agitacdo suave. Estas condi¢des permitem modificar completamente os
grupos amino primarios da enzima com apenas uma molécula de glutaraldeido. A suspenséo foi entdo
filtrada e lavada com agua para remover o0 excesso de glutaraldeido.

3. RESULTADOS



3.1. Imobilizacdo de Lecitase em octil-agarose e CNBr

A Fig. 1a mostra o curso de imobilizacdo de Lecitase em octil-agarose e CNBr-agarose. Em
octil-agarose, a maior parte das enzimas j& se encontram imobilizadas depois de 0,5 h, e 0 aumento da
atividade em mais do que um fator de 2 vezes.
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Figura 1 - Cursos de imobilizacdo de Lecitase em octil-agarose e CNBr. As condic6es
experimentais estdo detalhadas na Secédo 2. (A) Imobilizacdo, na auséncia de SDS. Quadrados: octil-
agarose; circulos: CNBr-agarose. As linhas solidas: suspensdo, as linhas tracejadas: sobrenadantes.
(B) Efeito de SDS sobre o0s cursos de imobilizacdo de Lecitase em CNBr-agarose. Triangulos: 0,05%
SDS (v/v); Losango: SDS a 0,1% (v/v).

Quando a imobilizacdo da enzima ocorre em CNBr, a enzima também ¢é rapidamente
incorporada no suporte (mais do que 90%), mas a atividade sofre uma queda dréstica (menos do que
5% da atividade inicial € observada no suporte). A inativacdo da enzima segue de perto a
imobilizacdo, isto € surpreendente, j& que as condi¢Bes de imobilizagdo sdo muito leves e ndo se deve
esperar uma intensa rea¢ao enzima/suporte.

Tentando melhorar a recuperagdo da atividade enziméatica em CNBr, foram realizados ensaios
com varios detergentes, tentando encontrar um que poderia manter a forma aberta da Lecitase e
manter também a enzima na forma monomérica, tendo um baixo impacto sobre a sua estabilidade.
Verificou-se que o SDS era o unico com um menor efeito sobre a estabilidade da Lecitase (resultados
ndo mostrados). A Figura 1b mostra o efeito da presenca de diferentes concentracdes de SDS durante
a imobilizagdo na atividade da enzima. A taxa de imobilizacdo permaneceu muito alta, e usando 0,05
% de SDS durante a imobilizacdo, aproximadamente 70 % da atividade da enzima inicial apos 2,5 h
de imobilizagdo foram recuperadas.

Os efeitos do detergente podem ser varios. Por um lado, algumas areas da enzima podiam ser
bloqueadas por este detergente evitando a imobilizacdo por essa area, e até mesmo impedir a reagédo
de um grupo. Por outro lado, um detergente pode estabilizar a forma aberta da lipase, se o problema
apos a imobilizacdo na CNBr é a dificuldade crescente para a abertura da forma de enzima, a
imobilizacdo na presenca de detergente pode resolver. Além disso, se a Lecitase tende a formar



dimeros, como muitas lipases fazem, o detergente ird quebra-los e permitir imobilizar a forma
monomeérica da enzima.

Estas condi¢cdes de imobilizacdo foram utilizadas como os padrfes para a preparacdo dos
biocatalisadores utilizados neste trabalho.

3.2. Efeito das modificacdes quimicas sobre a atividade da enzima

Ambas as preparacdes de enzima foram submetidas as modifica¢cBes quimicas descritas na se¢ao
2. O efeito sobre a atividade da enzima, sob condi¢Ges padréo, pode ser encontrado na Tabela 1.

Tabela 1. Efeito das modificagdes quimicas sobre as atividades em pNPB das diferentes preparacoes.
A atividade foi determinada a pH 7 e 25 °C, tal como indicado na se¢do 2. GLUTA, glutaraldeido. A
atividade é apresentada em U/mg.

Biocatalisador Modificagdo quimica
nenhuma  EDA TNBS GLUTA EDA- EDA- TNBS- GLUTA-
modificagdo TNBS GLUTA EDA EDA
Octyl-Lecitase 261 35+1 12505 18.+1 205+1  165z%1 115+06 152%1

CNBr-Lecitase 09+005 11+005 24+01 054004 045+003 0264002 0.32+0.02 0.40.03

Usando octil - Lecitase, a aminagcdo produziu um aumento da atividade da enzima cerca de
35%, enquanto que com TNBS foram quase 50% de recuperagdo da atividade, e com glutaraldeido
produziu uma diminuicédo, por volta de 70 %, na atividade da enzima .

A modificacdo da enzima aminada com TNBS diminuiu a atividade em 40%, um pouco menos
do que com octil - Lecitase ndo modificada, embora agora o nimero de grupos modificados seja
muito maior. O tratamento com glutaraldeido deste biocatalisador reduziu a atividade em cerca de 50
%, na verdade, esta modificacdo reverteu o efeito positivo da aminacdo, e foi menos ativa do que a
enzima apenas modificada com glutaraldeido.

Por outro lado, a aminacdo da enzima modificada com TNBS ou glutaraldeido causou uma
ligeira diminuicdo na atividade da enzima. A situagdo era diferente usando a enzima imobilizada
covalentemente. Em primeiro lugar, a atividade inicial € muito mais baixa do que utilizando octil -
agarose, por um fator de quase 30 vezes (medidas realizadas na auséncia de detergente).

A aminacédo produziu uma ligeira melhoria na atividade da enzima, enquanto que a modificagéo
com glutaraldeido diminuiu a atividade em 40%, no entanto, a modificagdo com TNBS aumentou a
atividade em um fator de 2,5 vezes. O glutaraldeido ou tratamento com TNBS da enzima aminada
produziu uma diminuicdo acentuada na atividade da enzima (20 e 40 % de recuperacao de atividade,
respectivamente), muito mais importante do que o uso da enzima ndo modificada.

A aminacdo da enzima modificada com TNBS produziu a perda de todo o efeito positivo da
modificagdo de TNBS, e ainda promoveu uma maior diminuigéo da atividade da enzima (a atividade



caiu 2,5 - 0,32 U/mg ). Isto € surpreendente, considerando que ambas as modificacdes independentes
tém efeitos positivos sobre a atividade da enzima. A aminagdo da enzima modificada com
glutaraldeido, também tem um efeito negativo na atividade, mas ndo de modo negativo.

Assim, os efeitos das modificacbes quimicas nas caracteristicas da enzima dependem
fortemente da estratégia de imobilizacdo, em alguns casos, a alteracdo cumulativa tem um menor
impacto sobre a atividade da enzima, que cada uma das modifica¢Ges individuais ou mesmo oposta.
Considerando que a expectativa de alterar o delicado equilibrio das forcas que estabilizam a forma
aberta da lipase, uma explicacdo especifica para cada um dos resultados individuais pode ser quase
impossivel.

No entanto, as diferencas nas preparacfes imobilizadas pode ser pelo menos uma explicagéo
parcial para o efeito diferente da modificacdo quimica da enzima imobilizada covalentemente e da
Lecitase imobilizada por interagdo i0nica interfacial. Lecitase imobilizada em octil-agarose
estabilizou a forma aberta. Isso significa que qualquer efeito da modificacdo quimica fundada em
mudangas no equilibrio da forma aberta/fechada sera minimizado. Além disso, a area de moléculas de
enzima imobilizada estd em contato estreito com a superficie do suporte hidrofobico, e este pode
alterar a sua reatividade (em alguns casos, pode ser que 0 grupo ndo esteja acessivel para a
modificacdo, e em outros, a particdo pode aumentar ou diminuir sua aparente reatividade ) .

3.3. Efeito do pH sobre a atividade das diferentes preparacdes de Lecitase

A Figura 2a mostra o perfil de pH/atividade das preparacfes de octil- e CNBr- Lecitase. Os
perfis sdo muito diferentes, embora a enzima imobilizada, covalentemente, tenha um 6timo de
atividade claro a pH 6 e retém apenas cerca de 40% de atividade a pH 10, a preparacdo de octil ndo
tem um valor de pH 6ptimo claro no intervalo estudado, a atividade a partir do pH 8 - 10, com uma
certa tendéncia para aumentar a atividade até ao valor de pH mais elevado (valores de pH mais
elevados apresentavam uma hidrolise quimica demasiado rapida do pNPB). Considerando que a
preparacdo octil-Lecitase ja estabiliza a forma aberta da enzima, a importancia do movimento no
valor do pH sobre os derivados de CNBr pode ser uma explicacdo provavel para estes resultados
muito diferentes.

Sobre as preparacdes de octil, (Figura 2b), a aminacdo quase deixa o perfil inalterado. Isso foi
muito surpreendente, considerando a mudanca radical das interagfes idnicas, comparando a enzima
modificada e ndo modificada, e a mudanca dramatica que esta modificacdo quimica deve produzir
sobre a forma como o pH pode afetar essas interacbes. A Modificagio com TNBS diminuiu a
atividade a valores de pH inferior a 8 e o efeito é mais significativa a valores de pH &cido (a pH de 5
os derivados de octil modificados com TNBS mantiveram apenas 15% da atividade, enquanto o nao
modificado manteve 61%). A modificacdo com glutaraldeido produziu um perfil de atividade /pH
mais estreito, aparecendo um maximo atividade claro em pH 8, com uma reducdo mais significativa
da atividade, tanto em valores acido, como em valores basicos de pH.
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Figura 2 - Efeito do pH sobre a atividade frente a pNPB das diferentes preparacdes de
Lecitase. Experimentos foram realizados conforme descrito na Secédo 2 (A) Efeito do protocolo de
imobilizacdo: octil-Lecitase: quadrados; CNBr- Lecitase: triangulos. (B) (octil-Lecitase) e (C), (CNBr
Lecitase). Efeito da modificacdo quimica. Uma modificacdo: linhas pretas sélidas. quadrado:
nenhuma modificagdo; Tridngulos: EDA, Circulos: TNBS, losango: GLUTA. Modificacéo da
Lecitase aminada: linhas cinza sélida. Circulo cinza: TNBS, Circles: GLUTA. Amination de Lecitase
modificada: linha cinza tracejada. Losango cinza: TNBS; cruz cinzenta: GLUTA.

A Figura 2c nos mostra o efeito (pH/actividade) das modificacdes de Lecitase imobilizada sobre
CNBr. Neste caso, as alteragdes sdo muito mais evidentes do que quando se utiliza octil-Lecitase. Os
resultados obtidos mostram como o efeito de uma modificacdo quimica é fortemente dependente do
valor de pH, algumas modifica¢Ges séo positivas a um valor de pH, e podem tornar-se muito negativa
em outro. O efeito do pH sobre a atividade da enzima depende da estratégia empregada na
imobilizacéo; as explicacOes possiveis podem ser alguns dos detalhados nos pontos anteriores.

4. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que as propriedades de Lecitase podem ser
facilmente alteradas através da imobilizacdo ou modificagdo quimica. Assim, a imobilizacdo e a



modificacdo quimica parecem ser uma poderosa estratégia para melhorar as propriedades da Lecitase.
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