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RESUMO - Lecitase Ultra foi imobilizada em brometo de cianogénio-agarose (através de
ligacdo covalente) e em octil-agarose (através de ativacdo interfacial). As preparacdes
imobilizadas foram incubadas em solugdes de dextrano sulfato (DS) ou polietilenimina
(PEI), para o revestimento de superficie da enzima. Em seguida, a atividade sob diferentes
condigdes experimentais foi avaliada. A incubagdo com DS produziu uma diminuigéo
significativa da atividade, usando CNBr-Lecitase, cerca de 50% e usando octil-Lecitase,
foi de apenas cerca de 30%. A incubagdo com PEI produzido um efeito completamente
diferente, usando octil-Lecitase a atividade aumentou em 30% enquanto com CNBr-
Lecitase aumento mais duas vezes. Assim, os efeitos do revestimento com polimeros
ibnicos depende fortemente das condi¢cdes experimentais e da técnica de imobilizacéo
utilizada.

1. INTRODUCAO

Lecitase Ultra ¢ uma fosfolipase Al quimera artificial, desenvolvida principalmente para
processos de degomagem, embora fosfolipases Al tenham usos diferentes na inddstria. Esta enzima
tem sido obtida a partir da fusdo dos genes do lipase de Thermomyces lanuginosus (para obter uma
boa estabilidade) e a fosfolipase de Fusarium oxysporum (para obter uma atividade de fosfolipase).
Em alguns aspectos, Lecitase Ultra comporta-se como uma enzima lipase padrdo, com a capacidade
de se tornarem adsorvidas em superficies hidrofobicas em baixa forga idnica (por exemplo, suportes
hidrofobos) e apresentando uma ampla especificidade, segundo De Maria et al. (2007) e Fernandez-
Lorente et al. (2007).

As propriedades das lipases (seletividade, especificidade) podem ser modulados. A modificagédo
guimica é uma ferramenta poderosa para modular as propriedades das lipases, como alguns relatos na
literatura mostrando o potencial dessa estratégia, como mostra Barbosa et al. (2012); Garcia-Galan et
al. (2014) e Santos et al. (2014).

Assim, neste trabalho, mostramos as mudancas na atividade de Lecitase Ultra, especificidade e
estabilidade, apds o revestimento com dois polimeros diferentes, dextrano sulfato (DS) ou
polietilenimina (PEI). A fim de verificar o efeito do protocolo de imobilizagdo na modulagdo das



propriedades da enzima através de revestimento com polimero, foi utilizado uma estratégia de
imobilizacdo onde a forma aberta da enzima é estabilizada (utilizando imobilizacéo reversivel através
da ativacdo interfacial em octil agarose) e uma outra em que ligacdo covalente é efetuada (usando
brometo de cianogénio de agarose sob condigdes suaves para reduzir o niamero de ligagfes de enzima
/suporte) como descrito nos trabalhos de Fernandez-Lafuente et al. (1998) e Santos et al. (2014).

2. MATERIAIS E METODOS

Lecitase foi da Novozymes (Espanha). Octil-agarose e brometo de cianogénio reticulado 4%
agarose (CNBr) eram da GE Healthcare. Polietilenimina (Mn 10000, Mw 25000), sulfato de dextrano
(9000, 20000 Av. wt), p-nitrofenil butirato (p-NPB), R e S-metil mandelato, hexanoato de etilo, éter
de p-nitrofenilfosfato (D-pNPP) e fenilacetato de metilo foram da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, EUA). Glutaraldeido (25%, v/v estabilizado em etanol) foi da Fluka. Todos os reagentes e
solventes eram de grau analitico.

2.1. Determinacdo da atividade da enzima

Este ensaio foi realizado através da medi¢cdo 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
sodio 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¢cBes descritas anteriormente. A concentracdo de proteina foi determinada
utilizando o método de Bradford (1976) e 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 tampéo nas medicGes foi alterado de acordo com o valor de pH: de 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. Imobilizacdo de Lecitase em octil-agarose

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

2.3. Imobilizagdo 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 sédio a pH 7, e 4 °C. Em seguida, foi adicionado 15 g de
CNBr. Atividade de sobrenadante e suspensdo foi seguida usando pNPB. A imobilizacdo da enzima
foi terminada por incubagéo do suporte com etanonamina 1M, a pH 8, durante 12 h. Finalmente, a
preparacdo imobilizada foi lavada com agua destilada abundante.



2.4. Revestimento de Lecitase imobilizada com polimero idnico

Uma massa de 10 g de Lecitase imobilizada foi adicionada a 100 mL de PElapH 7 ouapH 5
de solucdes DS a concentracdo do polimero desejado. Atividade durante a incubacéo foi seguida pela
atividade de pNPB, como no protocolo descrito acima.

2.5. Inativacao termica de diferentes preparacdes de Lecitase imobilizada

Para verificar a estabilidade dos derivados, 1g de enzima imobilizada foi suspenso em 5 mL de
10 mM de acetato de sodio a pH 5, fosfato de sddio a pH 7 ou carbonato de sddio, a pH 9, a diferentes
temperaturas. Periodicamente, foram retiradas amostras e a atividade foi medida utilizando-se pNPB.
As meias-vidas foram calculadas a partir dos cursos de inativacao observados.

2.6. Inativagdo de diferentes preparacdes de Lecitase em presenca de co-solvente
organico

Preparac@es de enzima foram incubados em mistura de acetonitrilo a 30% em 100 mM de Tris-
HCIl a 7 e 25 °C para prosseguir com a desativagdo. Periodicamente, foram retiradas amostras e a
atividade foi medida utilizando-se pNPB. As meias-vidas foram calculadas a partir dos cursos de
inativagdo observados.

3. RESULTADOS

3.1. Efeito do revestimento com DS e PEI na atividade da Lecitase Ultra

Em primeiro lugar, os efeitos na atividade enzimatica dos dois polimeros idnicos solUveis
foram analisados. Enzima livre e PEI foram misturados, e um incremento inicial de atividade da
enzima (apds 2 horas da atividade chegou a 200%) foi encontrado, mas mais tarde a atividade da
enzima diminuiram até valores proximos aos iniciais. Usando DS e enzima livre, a atividade
permaneceu inalterada apos 24 h. Apesar de ndo apreciar aumento da solucdo (usamos 0,05 mg de
proteina/ ml), a possibilidade de algum tipo de agregacdo que poderia mascarar os efeitos do
revestimento de polimero ndo podem ser descartadas. Entdo, decidimos focar no uso da enzima
imobilizada, onde a formacéao de agregados néo é possivel.

A Figura 1 mostra o efeito sobre a atividade da enzima durante incubacdo de CNBr e octil-
Lecitase em recipiente contendo solugdes de PEI ou DS, com 50 mg de polimero por g de suporte.
Incubacdo com DS produziu uma significativa diminui¢do na atividade. Usando CNBr Lecitase, apds
uma primeira queda rapida de cerca de 50%, a atividade foi estabilizada ap6s 24 h de incubagé&o.
Usando octil-Lecitase, a diminui¢do da atividade foi de apenas cerca de 30%.
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Figura 1 - Efeiw suuie a auviuaue enzimatica da incubacédo de diferenes preparagues de Lecitase
imobilizada com polimero idnicos com. A quantidade de polimero foi de 50 mg/g de biocatalisador, e
a incubacéo foi realizada a pH 7 (PEI de 25 kDa) ou de pH 5 (DS de 20 kDa) e 25 °C. Outras
condicBes sdo descritas na se¢do métodos. Incubacdo com DS é mostrado no painel A, a incubacéao
com PEI é mostrado no painel B. Quadrados: CNBr Lecitase, Triangulos: Octil-Lecitase. Linha
solida: presenca de polimero. A linha tracejada: auséncia de polimero.

A incubacdo com PEI produziu um efeito completamente diferente. A atividade de ambas as
preparagOes de enzimas imobilizadas aumentou nos primeiros minutos. Octil - Lecitase aumentou a
atividade em 30%%, enquanto a CNBr - Lecitase o aumento da atividade foi mais do que duas vezes.

A enzima imobilizada covalentemente era mais sensivel para o revestimento de polimero, tanto
no efeito negativo de DS e no efeito positivo de PEI. Isto poderia ser explicado por véarias razdes.
Primeiro, as regides da proteina de exposicdo para a modificacdo pode ser diferente nas duas enzimas
imobilizadas (o polimero € muito volumoso e ndo pode interagir com os dominios da proteina
orientada para a superficie de suporte), e as possiveis alteragdes conformacionais provocadas pelos
revestimentos podem ser diferentes. Em segundo lugar, a enzima imobilizada em agarose octil ja
tenha estabilizado a forma aberta, se os efeitos do polimero afetam a abertura/fechamento da enzima,
este efeito pode ser perdido.

O efeito diferente dos dois polimeros pode estar relacionado com a diferenca das areas
envolvidas dentro da modificacdo enziméatica, ha mais zonas catidnicas para DS e mais areas
anibnicos para os revestimentos com PEI, que aparentemente, tem um efeito completamente diferente
da atividade da enzima.

3.2. Efeito sobre o perfil de atividade /pH

A Figura 2 mostra o perfil de 6 preparacfes de Lecitase sobre o perfil de atividade/pH. Octil- e
CNBr Lecitase tém perfis muito diferentes; a preparacdo de octil tem a atividade méxima a pH mais
elevado, o pH 10 (utilizacdo de um pH mais elevado é dificil devido a hidrolise quimica de pNPB),



enguanto que a preparacao covalente tem a atividade maxima a um pH de 8. Usando CNBr Lecitase,
as alteracdes do perfil de pH/atividade, derivada a partir do revestimento com o polimero sdo muito
mais relevante.
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Figura 2. Efeito do pH sobre a atividade com pNPB de diferentes preparacdes de Lecitase. A
atividade foi determinada como descrito na secdo Métodos, a 25°C. 100% foi a atividade méxima
relativa para cada biocatalisador. Painel A: CNBr Lecitase, Painel B: octil-Lecitase. Quadrado, linha
tracejada: preparacdo ndo modificada; Triangulos, linha sélida: PEI revestido biocatalisador; Circulos:
biocatalisador DS revestido.
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Para octil-Lecitase revestida com PEI, o pH ideal foi de 9. A atividade aumentou entre pH de 5-
6, diminuindo depois disso até atingir um novo maximo de pH 9. Estes dois valores maximos
observados com ambas as preparacdes revestidas com PEI pode ser devido mudangas na intensidade
da adsorcédo PEI sobre a enzima.

Usando o DS para o revestimento da enzima, a preparacdo com octil também possui a atividade
maxima a pH 9 com uma queda na atividade a pH 10, enquanto que a preparacdo covalente tem o seu
méaximo com um pH 8, um méximo mais claro do que o uso de qualquer outra forma de preparagéo.

Assim, o tipo de polimero e a mudanca de protocolo de imobilizagdo a forma final da curva de
Lecitase Ultra em atividade/pH, e o efeito é diferente utilizando ligacdo covalente ou a enzima
adsorvida (no primeiro caso, as alteracfes sdo muito mais evidente).

3.3. Estabilidade das diferentes preparacdes sob diferentes condicdes

A Tabela 1 apresenta a meia-vida das 6 preparacfes de Lecitase imobilizada ap06s inativagdo
térmica a diferentes valores de pH . O revestimento da enzima pode ter qualquer tipo de efeito sobre a
estabilidade da enzima, principalmente na producdo de alteracbes graves na atividade enzimética. Por
exemplo, se a atividade aumenta pelo revestimento e este polimero move-se, devido as condi¢Ges
experimentais, o efeito hiperativante pode perder-se a temperatura dréstica e produzir uma “aparente”
inativacao da enzima.



Tabela 1 - Estabilidade térmica das diferentes preparacGes de Lecitase em diferentes condicdes.
As meias-vidas sdo dadas em horas. Outras especificacdes estdo descritos na secdo métodos.

Biocatalyst pHS5(50°C) pH7(55°C) pH9(53°C)

Octyl 1.5+0.1 1+0.1 0.70 = 0.05
Octyl-PEI 91=+05 24+03 0.75 £0.05
Octyl-DS 41+02 0.6 £ 0.05 0.85 £0.05
CNBr 0.4 +£0.05 0.5+ 0.05 0.65 £0.05
CNBr-PEI 27+0.1 0.6 £ 0.05 0.55 £0.05
CNBr-DS 14+0.1 1.7+ 0.1 1.80 £0.1

A Tabela 1 mostra que, em geral, alguns efeitos de estabilizacdo podem ser encontrados apds o
revestimento de enzimas, o que sugere que este efeito hiperativante nao foi perdido por incubacédo sob
tais condicBes. Mais uma vez, isto depende da preparacdo do derivado e do polimero utilizado. A pH
5, o revestimento de PEI aumentou significativamente a estabilidade de ambas as preparacdes de
enzima (em cerca de 6 vezes ) , enquanto o revestimento DS tem um efeito mais baixo (3-4 vezes) . A
pH7, o revestimento com PEI melhora por um fator de duas vezes a meia - vida da preparagdo em
octil, enquanto que com DS melhorou 3 vezes a estabilidade da preparacdo covalente e reduzida pela
metade a estabilidade da preparacéo de octil . A pH 9, apenas um aumento de 3 vezes na estabilidade
da preparacédo covalente pode ser encontrado usando o revestimento com DS.
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Figura 3 - Curso Inativacéo de diferentes preparacdes de Lecitase em 30% acetonitrilo. A incubagéo
foi realizada como indicado na sec¢do de Métodos. 100% foi a atividade inicial para cada
biocatalisador. Painel A: CNBr Lecitase; Painel B: Octil-Lecitase. Quadrado, linha tracejada:
preparacdo nao modificada; Triangulos, linha sélida: PEI revestido biocatalisador; Circulos:
biocatalisador DS revestido.



A Figura 3 mostra a inativacao dos 6 biocatalisadores em 30% de acetonitrilo (escolhido por ter
uma taxa de inativacdo suficientemente rapida). CNBr Lecitase tinha uma estabilidade melhorada
apos incubacdo com ambos os polimeros, por 6-7 vezes usando PEI e por cerca de 30 vezes usando
DS.

O efeito positivo do revestimento do polimero pode estar relacionado com uma hidrofilizacao
da enzima com o nano-ambiente, que pode produzir alguma parti¢cdo do solvente orgénico para longe
da enzima como mostrado nos trabalhos de Wilson et al. (2004) e Fernandez-Lafuente et al. (1999).

Como a enzima pode ser exposta a uma concentracdo mais baixa de solvente, o que produz uma
melhoria significativa na estabilidade da enzima. Por outro lado, este efeito foi mais baixa em octil-
Lecitase provavelmente porque a enzima pode ser dessorvida a partir do suporte utilizando esta
concentracdo de solvente (certa quantidade de proteina podia ser detectada no sobrenadante apos
inativagéo).

4. CONCLUSAO

A incubacdo de Lecitase imobilizada em solugbes de polimeros idnicos permite revestir as
enzimas com o polimero, e este revestimento produziu alteragbes muito significativas nas
propriedades da enzima. O revestimento com ambos DS e PEI produziu alguns efeitos benéficos
sobre a estabilidade da enzima sob certas condi¢des. Mais uma vez, este efeito positivo depende da
preparacdo e das condi¢bes de inativacdo. Tendo em vista a melhoria da atividade em que o
revestimento de PEI produziu em Lecitase, este efeito positivo do revestimento de polimero sobre a
estabilidade da enzima sugere que o polimero pode permanecer adsorvido a enzima, mesmo a alta
temperatura.
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