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RESUMO

As lipases estdo entre as enzimas mais utilizadas na biocatélise. Para aprimorar a aplica¢do
destas enzimas ¢ utilizada a estratégia de imobilizacdo enzimdtica que possibilita a reutilizagdo
dos catalisadores ¢ aumenta a sua estabilidade frente as condi¢des de reac¢do. Tradicionalmente
a imobilizagdo ¢ realizada utilizando suportes, entretanto, em alguns casos ocorre uma
diminui¢do na atividade das enzimas devido a conformacdo desfavoravel e problemas
difusionais. A imobilizag¢do de enzimas através de estruturas como as nanoflores é um método
inovador, simples e de baixo custo quando comparado a outras técnicas. Neste contexto, o
objetivo principal deste trabalho foi sintetizar nanoestruturas biocataliticas hibridas,
semelhantes a flores, das lipases de Candida antarctica tipo B (CALB) e de Thermomyces
lanuginosus (TLL). A produg¢do das nanoflores ocorreu por precipitagdo das lipases com os sais
Cloreto de Cobre (CuCly) e Sulfato de Cobre (CuSQO4). Apos a sintese foram testadas duas
condi¢des: nanoflores entrecruzadas com glutaraldeido e nanoflores com nanoparticulas
entrecruzadas com glutaraldeido. Utilizou-se o glutaraldeido e as nanoparticulas a fim de
aumentar a estabilidade das nanoflores. A aplica¢do de um método de quantifica¢do proteica foi
investigada utilizando Bradford e absor¢do no ultravioleta. A atividade enzimatica foi
quantificada por hidrolise de p-nitrofenil butirato (pNPB). As nanoestruturas cataliticas foram
avaliadas quanto a atividade catalitica, a estabilidade térmica e operacional e caracterizadas por
corrida em gel de eletroforese e por espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR). O melhor resultado foi das nanoflores com nanoparticulas entrecruzadas com
glutaraldeido, por precipitacdo de CuSOs. Estes imobilizados mostraram tempo de meia-vida
de aproximadamente 3 horas e 50 minutos e mantiveram 70% da atividade por 10 ciclos e 60%
em 5 ciclos com CALB e TLL, respectivamente. Por meio de eletroforese, observou-se a ligagéo
da nanoestrutura com o glutaraldeido por diferenga no padrdo de bandas da enzima livre e das
nanoflores. A imobilizagdo também foi analisada através do FTIR, buscando detectar a presenca
das lipases e do agente reticulante nas nanoflores entrecruzadas. Este trabalho mostrou que ¢
possivel a producdo de nanoflores das lipases mais estaveis e eficientes utilizando protocolos

aprimorados, prevendo uma possivel aplicagdo em diversas reacdes.

Palavras-chave: Nanoflores; Lipases; Glutaraldeido; Nanoparticulas; CuSO4, CuCls.



ABSTRACT

Lipases are among the most used enzymes in biocatalysis. To improve the application of these
enzymes, the strategy of enzymatic immobilization is used, which enables the reuse of the
catalysts and increases their stability under the reaction conditions. Traditionally,
immobilization is performed using supports, however, in some cases there is a decrease in
enzyme activity due to unfavorable conformation and diffusion problems. Immobilization of
enzymes through structures such as nanoflowers is an innovative, simple and low-cost method
when compared to other techniques. In this context, the main objective of this work was to
synthesize hybrid biocatalytic nanostructures, similar to flowers, of lipases from Candida
antarctica type B (CALB) and from Thermomyces lanuginosus (TLL). The production of
nanoflowers occurred by precipitation of lipases with Copper Chloride (CuCl2) and Copper
Sulfate (CuSO4) salts. After the synthesis, two conditions were tested: nanoflowers cross-linked
with glutaraldehyde and nanoflowers with nanoparticles cross-linked with glutaraldehyde.
Glutaraldehyde and nanoparticles were used in order to increase the stability of nanoflowers.
The application of a protein quantification method was investigated using Bradford and
ultraviolet absorption. Enzyme activity was quantified by hydrolysis of p-nitrophenyl butyrate
(pNPB). The catalytic nanostructures were evaluated for catalytic activity, thermal and
operational stability under the tested synthesis conditions and characterized by electrophoresis
and Fourier- -transform infrared spectroscopy (FTIR). The best result was obtained by
producing nanoflowers cross-linked with nanoparticles by CuSO4 precipitation that showed a
half-life time of approximately 3 hours and 50 minutes and maintained 70% of activity for 10
cycles and 60% for 5 cycles with CALB and TLL, respectively. By means of electrophoresis,
the binding of the nanostructure with glutaraldehyde was observed by difference in the pattern
of bands of the free enzyme and the obtained nanoflowers. The immobilization was also
analyzed using the FTIR, detecting the presence of the functional groups of the enzymes and
the cross-linking agent in the immobilized derivatives. This work showed that it is possible to
produce more stable and efficient nanoflowers of lipases using improved protocols, predicting

a possible application in several reactions.

Keywords: Nanoflowers; Lipases; Glutaraldehyde; nanoparticles; CuSO4; CuCl,.
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1 INTRODUCAO

A demanda por catalisadores ecologicos cresce continuamente ao longo dos anos. As
enzimas sdo catalisadores naturais, versateis e sustentaveis (RAI er al., 2018). Quando
imobilizadas com um protocolo eficiente e apropriado, biocatalisadores com alta eficiéncia e
performance sdo produzidos e aplicados em diversas areas e reagdes.

A imobilizagdo por precipitagdo em nanoflores hibridas tém atraido grande ateng@o
devido as funcionalidades combinadas dos materiais organicos e inorganicos, bem como sua
preparagdo breve e ecologica (LIU ef al, 2018). A estrutura fornece uma grande superficie, o
que aumenta amplamente a atividade catalitica. O constituinte inorganico atua formando uma
estrutura protetora para a composicdo organica, proporcionando as nanoflores alta estabilidade
(LI et al., 2020). Gragas ao seu excelente desempenho, as nanoflores apresentam aplicagdo
pratica generalizada em diversas areas biotecnoldgicas, incluindo biocatalise industrial, analises
quimicas e biologicas, sintese de produtos quimicos, tratamento ambiental, fabrica¢do de
bioenergia, aplica¢do na bioquimica e na ciéncia farmacéutica com os biossenssores (WEI et
al.,2016; SOMTUR et al,, 2016).

Um exemplo de aplicacdo destas nanoestruturas ¢ na fabrica¢do de bioenergia. Para
esta finalidade, a lipase tem sido comumente empregada na producdo de biodiesel, pois a sintese
baseada em lipase é comparativamente simples, barata e limpa (JIANG, et al, 2018). YU et al.
(2018) fabricou biodiesel de dleo de girassol com eficiéncia de conversdo de 96,5% com a
lipase de pancreas suina em nanoflores de Cu3(POs),. A imobilizacdo em nanoflor aumentou
amplamente a reciclabilidade da lipase, mantendo 72, 5% de atividade apds 5 ciclos de reacéo.

As nanoflores, nanoestruturas hibridas organica-inorganica, mostram excelentes
oportunidades para incrementar significativamente as func¢des cataliticas das enzimas
imobilizadas. Com isto, o presente trabalho tem como objetivo realizar a sintese de nanoflores
hibridas das lipases de Candida antarctica tipo B (CALB) e de Thermomyces lanuginosus
(TLL) pelo método de co-preciptacdo com os sais inorganicos Cloreto de Cobre (CuCl,) e
Sulfato de Cobre (CuSO4) por meio de trés metodologias, visando analisar a eficiéncia e

particularidades destes métodos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Enzimas

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos e desempenham as fungdes de acelerar e facilitar
a ocorréncia das reagdes. Os catalisadores atuam em quantidades minimas, ditas cataliticas,
criando um novo “caminho” de reacdo, para o qual uma menor energia de ativagao, barreira que
separa os reagentes dos produtos, é requerida (BORZANI et al., 2001).

Além de reduzirem significativamente a energia de ativagdo, as enzimas apresentam
elevada especificidade (SANTOS ez al., 2015). Outras caracteristicas sdo: atuam em condigdes
brandas de reacdo em relagdo a pH e temperatura, apresentam alta seletividade e especificidade
(FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 2010). Todos esses atributos contribuem com o incremento
da eficiéncia catalitica, com a redug@o do consumo energético do processo e a ndo formagao de
subprodutos indesejaveis (MATEO et al., 2017).

A estrutura molecular enzimatica ¢ majoritariamente composta por uma parte proteica,
podendo estar associada a outras moléculas como carboidratos e lipideos (LEHNINGER,
2014). Nas enzimas o numero de aminoacidos componentes de sua cadeia peptidica e a ordem
em que eles se encontram, determinam a sua estrutura e consequentemente a forma de interacéo
no meio reativo (JOAO; ZANELLA, 2000). E gracas & sua estrutura complexa, elas podem
apresentar um alto grau de especificidade permitindo a sele¢do das reagdes que poderdo ocorrer,
ainda que milhares de compostos diferentes estejam presentes no meio reacional (BORZANI
etal.,2001).

As enzimas tém grande importancia na area de biotecnologia. A utiliza¢do desses
biocatalisadores como método alternativo aos métodos quimicos em industrias leva a uma
tecnologia mais limpa, consumindo menos energia e provocando um menor impacto ambiental
(MONTEIRO et al., 2009). O mercado global de enzimas foi avaliado em US$ 10,69 bilhdes
em 2020 com projecdo de crescimento anual de 6,5% de 2021 a 2028, sendo enzimas industriais
responsaveis por uma participagdo nas receitas de mais de 55,0% em 2020 (RESEARCH AND
MARKETS, 2021).

Exemplos da aplica¢do enzimadtica sdo encontrados nas industrias téxtil, alimenticia,
farmaceéutica e de papel e celulose, por exemplo (MONTEIRO et al., 2009). Devido a essa
demanda e aplicabilidade, as enzimas representam um instrumento poderoso para que

pesquisadores e industrias encontrem soluc¢des de tantos problemas vividos hoje pela sociedade.
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2.2 Lipases

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, E.C 3.1.1.3) sdo enzimas capazes de catalisar
reagOes de hidroélise, esterifica¢do e transesterificagdo, destacando-se entre as enzimas mais
estudadas e com vasto potencial de aplica¢do industrial (BATISDA ef al., 1998).

No campo da biotecnologia, as lipases estdo entre os biocatalisadores mais valorizados
e sua importdncia foi estabelecida em industrias de alimentos, detergentes, téxteis,
farmacéuticos, energia e cosméticos (BHARATHI et al., 2019; MARTINEZ-RUIZ et al., 2018;
NAVVABI et al., 2018). A necessidade constante de lipase nos processos industriais a torna o
terceiro maior grupo de enzimas com base no valor de mercado, depois das proteases e
carboidrases (BASHEER et al., 2011; MARTINEZ-RUIZ et al., 2018).

As razdes do enorme potencial biotecnoldgico dessa enzima incluem fatos relacionados
com: 1) sua alta estabilidade em solventes organicos; ii) ndo requerem a presenca de cofatores;
iil) possuem uma larga especificidade pelo substrato; iv) exibem uma alta enantiosseletividade;
v) apresentarem grande disponibilidade e vi) sdo atuantes em um faixa de pH relativamente
grande, entre 4 a 9 e em temperaturas variando desde a temperatura ambiente até 70°C
(JAEGER, 1998; CASTRO et al., 2004).

As enzimas selecionadas para este trabalho foram a lipase de Thermomyces lanuginosos
(TLL) e a lipase B de Candida antarctica (CALB). As lipases foram as escolhidas dentre as
enzimas existentes por apresentar o diferencial de ser a unica das enzimas testadas, para a
sintese de nanoflores, que ndo ¢ uma metaloenzima mas que mostrou resultados eficientes de
imobilizacdo. Outra justificativa de escolha foi pelo fato dessas duas lipases serem alvo de
estudo do grupo de pesquisa no qual este trabalho foi realizado, tendo assim bastante
conhecimento sobre seu modo de agdo.

A Lipase de Thermomyces lanuginosos (TLL) ¢ uma enzima basofilica e termoestavel,
possui massa molar de 31,7 kDa e 269 aminoacidos compdem sua estrutura (JHA et al., 1999).
Além da aplicac¢do na industria de alimentos prevista inicialmente, a enzima também encontrou
aplicagdes na produgdo de biodiesel e em processos mais especificos da quimica fina
(FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 2010). Sua estrutura primaria foi depositada no banco de
dados UniProt e pode ser encontrada por meio do cddigo “059952 (LIP_THELA)”. A estrutura
priméria de uma proteina corresponde a sua sequéncia de aminodcidos, a qual pode fornecer
informagdes sobre as fungdes dessa proteina e como ela interage com outros componentes.

Como na maioria das lipases, a TLL possui uma uma cadeia peptidica chamada de tampa
que recobre o sitio ativo, e de acordo com estudos cristalograficos de raios-X, essa tampa

também ¢ altamente mdvel nos cristais, conseguindo assim, imagens da estrutura com tampa
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aberta e fechada. O movimento da tampa € relatado na literatura como mecanismo de ativagdo
interfacial, quando na presen¢a de uma superficie hidrofébica ocorre o movimento da tampa
promovendo acesso do substrato ao sitio catalitico da lipase (FERNANDEZ-LAFUENTE et
al., 2010). A estrutura da Figura 1 mostra o alinhamento entre as estruturas aberta e fechada
(em azul) da Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) por meio do software de visualizagéo
Chimera (PETTERSEN et al., 2004). E possivel ver o movimento da tampa da forma fechada,
em roxo, para a forma aberta, em rosa. O sitio ativo aparece em vermelho e o ligante em

amarelo.

Figura 1- Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) simulando o movimento de abertura da

tampa.

Fonte: Elaborada pela autora. Estrutura obtida a partir do Protein Data Bank (BERMAN et al.,
2000) utilizando o software Chimera UCSF. O cédigo PDB para a TLL com tampa aberta 1GT6
(BRZOZOWSKI, 2000) é e com a tampa fechada é 1DT3 (YAPOUDIJIAN ef al., 2002). Sitio
ativo (vermelho); Ligante (amarelo); Tampa aberta (rosa); Tampa fechada (roxo). O cédigo da

sequéncia priméaria dessa estrutura no UniProt: 059952 (LIP_THELA).

Candida sp. € o microrganismo produtor de lipase mais proeminente entre as leveduras
relatado na literatura (KUNDYS, 2017). A espécie C. antarctica produz duas lipases diferentes:
lipase A e B. A Lipase B de Candida antarctica (CALB) ¢ considerada uma das principais

enzimas em biotecnologia devido a sua alta atividade catalitica na sintese organica e polimérica
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e também tem sido bastante estudada quanto as estratégias de imobiliza¢do visando resultados
ainda melhores nesses processos (LU, 2019). A estrutura tridimensional da lipase CALB foi
relatada em 1994 por meio de cristalografia de raio-X, possui peso molecular de 33 kDa e ¢
constituida por 317 aminoéacidos (UPPENBERG et al.,1994). Esta estrutura pode ser vista na
Figura 2. A estrutura priméria também foi depositada no UniProt com o cédigo “P41365

(LIPB_PSEA2)”.

Figura 2 - Estrutura da Lipase de B de Candida antarctica (CALB).

Fonte: Elaborada pela autora. Estrutura obtida a partir do Protein Data Bank utilizando o
software Chimera UCSF. O codigo PDB para a CALB é 1TCA (UPPENBERG et al.,1994).
Sitio ativo (vermelho); Ligante (amarelo); Tampa (rosa). O codigo da sequéncia primaria dessa

estrutura no UniProt: P41365 (LIPB_PSEA2).

A CALB apresenta uma tampa pequena e simples, que néo isola totalmente o centro
ativo do meio reacional (GALVIS e al., 2012), sendo considerada inexistente para alguns
autores, os quais também indicam que o mecanismo de ativacdo interfacial ndo ocorra com esta
enzima.

Em relagdo a escolha das lipases CALB e TLL estd relacionada justamente a essa
diferenca em sua morfologia. A diferenca da presenga e da auséncia da tampa serviu como modo

de observar como cada lipase iria se adaptar a formacdo das nanoflores.
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2.3 Estrutura das lipases

A conformacgdo e a estabilizagdo da estrutura molecular das enzimas sdo asseguradas
por ligacdes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas, pontes dissulfeto, ligacdes idnicas e forgas
de Van der Waals (LIMA et al., 2001). A atividade catalitica, bem como a estabilidade ¢ a
especificidade da enzima, depende da sua estrutura tridimensional, visto que esta pode ser
afetada por condi¢cdes ambientais como pH, temperatura, for¢a idnica do meio (LIMA et al.,
2001). Um melhor entendimento da sequéncia de proteinas, de sua estrutura e das relagdes de
fungdo, permite uma melhor performance da enzima sem que ocorra interferéncias no processo
de aplicacdo por caracteristicas e fungdes naturais da enzima.

A determinacdo da estrutura da lipase através de técnicas de cristalografia revelou
caracteristicas como o sitio catalitico ser formado pela triade catalitica Serina-Histidina-
Aspartato/Glutamato e por esta triade ser frequentemente protegida na molécula por uma
"tampa" hidrofobica. (BRADY et al., 1990; REIS et al., 2009).

De acordo com LIMA ef al. (2001), apenas alguns residuos aminoacidos participam
diretamente da acgdo catalitica, embora cadeias de aminoacidos situadas proximas ao sitio
catalitico tenham importante fun¢éo de fixagdo e posicionamento da molécula de substrato.
Outras sequéncias de aminoacidos tém importante papel de estabilizacdo da estrutura
tridimensional enzimatica (LIMA et al., 2001).

Um exemplo de residuos relevantes na estrutura da enzima sdo os lisina. Segundo
AHMAD et al. (2020), os residuos de lisina sdo aminoacidos basicos carregados positivamente
e frequentemente encontrados em superficies de proteinas. Eles participam da estabilidade das
proteinas por meio de varias interagdes, incluindo as formacdes de ligagdes de hidrogénio,
interagdes i0nicas e interagdo com moléculas de agua (AHMAD et al., 2020). Esses grupos sdo

comumente utilizados para imobilizar a enzima em suportes.

2.4 Imobilizacio enzimatica

Enzimas sdo estruturas frageis, facilmente inativadas em condi¢des extremas de pH e
temperatura (MOHAMAD et al.,2015; DATTA et al., 2016). Além disso, para tornar o processo
economicamente viavel significa que, em muitos casos, elas devem ser reutilizadas, mas por
serem soluveis e estarem em baixa concentragcdo no meio reacional, a recuperagdo € inviavel.

Esses inconvenientes podem ser contornados ou pelo menos minimizados com a
imobilizagdo enzimatica. A imobilizacdo enzimatica tornou-se uma ferramenta poderosa na
producdo de biocatalisadores e tem sido aplicado na biotecnologia industrial com o objetivo de

melhorar a economia dos processos (ALTINKATNAK et al., 2016). Enzimas imobilizadas séo
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normalmente mais estdveis frente a temperatura e pH, podem ser facilmente recuperadas,
conseguem ser reutilizadas em reagdes consecutivas e permitem facil controle do processo pois
ha menos formagdo de subprodutos. (ZANIN et al., 2004).

O principal objetivo do processo de imobilizag@o ¢ obter um biocatalisador estavel que
pode ser reutilizado varias vezes com uma perda minima de atividade inicial (MATEO et al.,
2007). Para estabelecer um protocolo de imobilizagdo adequado devem ser considerados os
seguintes fatores: estabilidade da enzima; técnicas de imobilizagdo; simplicidade do processo;
custo; carga enzimatica que serd utilizada e as propriedades do grupo ativo utilizado para
imobilizar a enzima e o da molécula da enzima (BOUDRANT et al., 2019). Somente uma
selecdo adequada desses aspectos permite a elaboragdo de um protocolo de imobilizagdo
eficiente e com maximo proveito.

Os métodos de imobilizagdo podem ser divididos em duas classes principais por meio
do tipo de interagdo que sera estabelecida com a enzima: métodos quimicos e fisicos (SOUZA
et al.,2017). Os métodos fisicos mostram, normalmente, o confinamento fisico de uma enzima
dentro do suporte ou intera¢des fracas e ndo covalentes entre a enzima e o suporte, como
ligagdes de hidrogénio, interagdes hidrofdbicas, forcas de Van der Waals e ligagdo ionica. Os
métodos quimicos envolvem a formagdo de ligagcdes covalentes entre a enzima e o suporte,
como ligagdes éter, amida ou carbamato. A Figura 03 resume esquematicamente os métodos de

imobilizacdo existentes.

Figura 03 — Esquema representando estratégias de imobilizacdo.
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Fonte: REIS, 2019. (A) ligacdo covalente; (B) ligacdo covalente multiponto; (C) ligagdo
covalente multiponto de uma enzima a um suporte funcionalizado; (D) imobilizagdo de enzimas

por reticulacdo; (E) aprisionamento em matriz; (F) encapsulamento; (G) imobilizagdo por
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adsorcdo; (H) formagao de hibridos com nanoparticulas magnéticas; (I) imobiliza¢do da enzima

via mecanismo de formacao de nanoflores hibridas.

N3ao existe um método ou suporte de imobilizag@o Unico aplicavel a todas as enzimas e
suas varias aplicacdes. Cada enzima possui suas caracteristicas, os substratos também possuem
diferentes propriedades, além das diversas aplicagdes dos produtos obtidos. Sendo assim
existem algumas limitacdes que podem ser enfrentadas nos métodos de imobiliza¢do, como:
mudangas conformacionais da estrutura da enzima que levem para uma forma inativa; perda da
atividade catalitica e dessor¢do de moléculas de enzima do suporte; efeitos difusionais em
decorréncia de limitagdes do acesso de moléculas de substrato ao sitio ativo da enzima e o custo

da imobilizagdo ndo ser compensado pela vida 1til do biocatalisador (SOUZA et al., 2017).

2.5 Imobilizacao de lipases

Em um trabalho publicado por PEREIRA er al. (2018), os termos “imobilizagdo™ e
“lipase” estdo entre os mais frequentemente (primeiro e quarto lugares, respectivamente)
utilizados como palavras-chave para descrever estudos de imobilizagdo enzimatica nos entre os
anos 1991-2017. Ja em 2019, FACIN ef al. (2019), em uma revisao da literatura entre os anos
1998-2018, relatou a existéncia de quase 5.000 trabalhos relatados pela Web of Science
relacionados as lipases imobilizadas por diferentes métodos e suportes e esse numero esta
continua aumentando.

Lipases podem ser imobilizadas pelos varios métodos ja citados, ndo ha um método
unico para as lipases. No entanto, algumas propriedades devem ser consideradas na busca de
um método ou suporte ideal, por exemplo, hidrofobicidade, disponibilidade de grupo funcional
reativo, inércia em relacdo as enzimas, biocompatibilidade, resisténcia ao ataque microbiano e
alta estabilidade mecanica e quimica (MOHAMAD et al., 2015).

Devido ao seu mecanismo de ativacdo interfacial, as lipases sdo mais comumente
imobilizadas sobre superficies hidrofobicas (BASTIDA et al., 1998; PALOMO et al., 2002). A
adsorcdo interfacial envolve regides hidrofobicas que circundam o sitio ativo da enzima e a face
interna da "tampa", promovendo a adsor¢do da enzima em superficies hidrofobicas na sua
conformacdo ativa (VERGER., 1997).

A imobilizag¢do em suportes hidrofobicos tem a vantagem de ser uma técnica simples e
eficaz pois ndo hé a necessidade de realizar modifica¢des quimicas na lipase. A grande limitagdo

dessa técnica ¢ a reversibilidade das enzimas imobilizadas pela fragil interacdo com o suporte,
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podendo ser facilmente liberada do suporte dependendo das condi¢des de reagdo (MOHAMAD
etal.,2015; REHM et al., 2016; HANEFELD et al., 2009).

2.6 Nanoflores

Um répido crescimento na area de nanotecnologia ofereceu uma série de oportunidades
para aplicagdo de materiais nanoestruturados. Alguns exemplos da aplicacdo dessa tecnologia
sd0 os materiais nanoestruturados hibridos com incorporacdo de proteina, promovendo
regulacdo e melhora das fungdes bioldgicas das proteinas (WANG et al., 2013). As aplicagdes
potenciais em materiais funcionais para proteinas envolvem, por exemplo, catalise enzimatica,
tecnologia de “drug delivery”, biossensores e dispositivos bioanaliticos (MEENA ef al., 2021).

O nanomaterial fornece maior area de superficie, facil adaptacdo do grupo funcional de
superficie, limitagdo de transferéncia de massa reduzida e ajuste de caracteristicas de tamanho
e forma (MEENA et al., 2021). Com isso, diferentes variagdes morfoldgicas desses materiais
de suporte nanoestruturados, como particulas, fibras, tubos, membranas, fios, flores entre
outros, t€ém sido formuladas para obter uma imobiliza¢do enzimatica de alta eficiéncia e
estabilidade (WANG ef al., 2013).

Na imobilizag¢do de enzimas, as nanoflores hibridas t€ém se tornado atrativas por sua
simplicidade e eficiéncia. (GE e al., 2012; HUANG et al., 2015; SOMTURK et al., 2015; LI
et al.,2016). GE et al. (2012) mostrou que as proteinas podem ser incorporadas como parte de
nanoestruturas organicas-inorganicas. As nanoflores hibridas organico-inorganicas foram
descobertas por acidente quando CuSO4 (120 mM) foi adicionado a uma solugdo tampao
contendo 0,1 mg/ml de albumina sérica bovina (BSA) em pH 7,4 e 25 °C (GE et al., 2012).
Apés trés dias, foi obtido um precipitado azul com estruturas porosas semelhantes a flores,
sendo nomeada nanoflores. Apds esse trabalho, diferentes combinagdes de materiais de origem
organica e inorganica tém sido usadas para criar suportes hibridos ou compostos (MEENA ef
al.,2021).

A formag@o das nanoflores acontece por meio de trés etapas: nucleacdo, crescimento e
conclusdo, mostrado na Figura 04. No estagio inicial, o ion Cu?* reage com grupos fosfato da
solugdo tampdo para formar cristais primarios de fosfato de cobre. Em seguida, os cristais se
ligam a grupos amina existentes no esqueleto da proteina para promover a nucleacdo de cristais

primarios.
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Figura 04- Mecanismo de formag&o de nanoflores.

Fonte: GE et al. (2012). A formagdo compreende trés etapas: (1) nucleagdo e formagdo de
cristais primarios; (2) crescimento de cristais; (3) formagdo de nanoflores. Esferas amarelas

indicam moléculas de proteina.

A coordenagiio entre a proteina e o Cu?" ¢ a principal for¢a motriz para a formago das
nanoflores. Os atomos de nitrogénio dos grupos amida na estrutura da proteina e alguns residuos
de amino4cidos, como a histidina, podem formar complexos com Cu?*.

No segundo estagio, o crescimento dos cristais € iniciado nos sitios de ligagdo do Cu**
presente na superficie das proteinas. O crescimento ocorre continuamente por meio da
combinagdo de agregados de cristais resultando na formagdo de nanopétalas (GE et al., 2012).
No estagio final, a formagao € concluida por meio do crescimento anisotropico, termo usado
para materiais que possuem arranjos atomicos com propriedades fisicas que variam ao longo
das diferentes direcdes dentro do material, quase todos os cristais sdo considerados
anisotropicos (SUNAGAWA et al., 2001). A proteina atua como uma estrutura para a formacao
dos cristais e das nanopétalas, como também age como uma "cola" para combinar as
nanopétalas na formagdo de grandes aglomerados de proteina e dar origem as nanoflores
(ALTINKATNAK ef al., 2016).

O funcionamento dessa metodologia pode ser compreendido pela existéncia de uma
afinidade natural das enzimas com ions metalicos como cofatores além de, geralmente,
mostrarem uma forte estabilidade quando sdo imobilizados na superficie do metal (DATTA et
al.,2012; JIA et al., 2013).

As nanoflores apresentam caracteristicas como: area de superficie aumentada, que alivia
as limitagdes de transferéncia de massa, promove conformagéo enzimatica favoravel, enzimas
localizadas na superficie das pétalas das nanoflores t€m maior probabilidade de reagir com o
substrato (ALTINKAYNAK ez al., 2016; CUI et al., 2017). Essas vantagens sdo comumente

apresentadas como limitagcdes dos métodos tradicionais de imobilizagdo.
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GE et al. (2012) realizou a preparag@o de nanoflores a-lactalbumina, lacase, anidrase
carbonica e lipase. As nanoflores obtidas revelaram maiores atividade catalitica e estabilidade
comparadas a das enzimas livres e enzimas imobilizadas convencionalmente, apenas a
atividade hidrolitica da lipase mostrou quase a mesma atividade (~95%) apds a incorporagdo
em nanoflores. As enzimas geralmente tém maior estabilidade apds a imobiliza¢do, mas exibem
atividades mais baixas em comparagdo com as enzimas livres, principalmente devido a perda
de atividade durante o procedimento de imobilizagdo e as limitagdes dos métodos de
imobilizacdo ja apresentados.

O comportamento da lipase pode ser explicado por ser a inica das enzimas citadas que
ndo se classifica como metaloenzima, ou seja, que possui um ion metalico em sua estrutura,
podendo ser um cofator no sitio ativo ou estar ligado a componentes ndo protéicos das enzimas
(grupos prostéticos) (HOPPERT et al., 2011). Contudo, o sucesso na obtengdo de nanoflores de
lipases revela que o método ndo se restringe apenas a metaloenzimas.

Outros grupos de pesquisa estudaram a preparagdo e caracterizagdo de nanoflores
hibridas usando diferentes enzimas e ions metalicos para diferentes fins. SOMTURK et al.

(2015) utilizaram ions cloreto (Cl ) e a enzima Horseradish peroxidase (HRP), analisando a

morfologia e o desempenho da atividade das nanoflores sintetizadas.

As nanoflores de proteina t€ém aplicagdes promissoras em biossensores (MEENA et al.,
2021). Alacase € capaz de oxidar catecolaminas, hormonios de interesse farmacéutico e exames
laboratoriais, em produtos do tipo coloridos detectaveis por métodos colorimétricos ou
fluorescentes. Nanoflores com lacase alcancam oxidag¢do por completo em 10 minutos,
enquanto a reacdo demora cerca de 30 minutos com a enzima livre (GE et al., 2012).

SUN et al. (2014). sintese de nanoflores duplas com o uso das enzimas: glicose oxidase
(GOx) e Horseradish Peroxidase (HRP). A nanoflor dupla permitiu a rea¢do em cascata em uma
unica etapa, sendo utilizados como sensores colorimétricos de alta sensibilidade para a detec¢io
de glicose. SOMTURK et al. (2015) utilizou Cu3(POs): e a enzima Horseradish Peroxidase
(HRP) como um sensor para a deteccdo de dopamina, teste interessante para a industria

farmacéutica.

2.7 Nanoflores de lipases
As lipases também sdo utilizadas para preparag@o de nanoflores hibridas, sendo a sintese
mais comum realizada em combinag¢io com ions de cobre (LI ef al., 2020). Ajustando a fonte e

dosagem de lipase, o solvente, 0 método de preparacdo, diversos trabalhos de nanoflores com
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lipases foram relatados ap6s o estudo inicial divulgado em 2012. (LEE et al., 2017; CUl et al.,
2016; LI et al., 2016; PAPADOPOULOU et al., 2017; WU et al., 2014).

Nanoflores hibridos lipase pancreética suina contendo CuSO4 foram relatados como um
biocatalisador para a producdo de biodiesel, um método econdmico por serem reutilizaveis e
altamente eficientes na conversdo de 6leo de girassol em biodiesel (JIANG et al., 2018). Um
outro registro da utilizagdo de lipases para sintese de nanoflores foi a lipase ZC12, uma lipase
adaptada ao frio derivada de Psicrobacteresp., que quando incorporada a uma nanoflor de Ca?*
mostrou atividade de sintese de laurato de frutose duplicada (57,39%) em comparacdo com a
forma livre da enzima (ZHANG et al., 2020). HUA et al. (2016) relatou uma incorporagéo de
62% da lipase B de Candida antarctica (CALB) em nanoflores de CuSQOys, retendo 92% de sua
atividade catalitica em comparag@o com a da lipase nativa e quase 100% de conversdo de acido
oleico foi obtida pela catalise de nanoflores de lipase em tolueno a 50 ° C durante 0,5 h.

O palmitato de clindamicina ¢ uma droga antibacteriana amplamente utilizada e
comumente sintetizada por meio de métodos quimicos que agridem o meio ambiente devido ao
uso de solventes toxicos. O palmitato de clindamicina foi eficientemente obtido com as
nanoflores TLL-CaCl,, com rendimento de reagdo de 70,0% a 30 °C e de 52,6% em alta
temperatura (80 °C), na qual nenhum produto foi detectado ao usar lipase livre (WANG et al.,
2020). LI et al., (2020) relataram uma boa estabilidade de armazenamento e capacidade de
reutilizagdo com as nanoflores da lipase Aspergillus oryzae. Todos esses trabalhos relatam o
sucesso de obtengdo e aplicabilidade das nanoflores incorporadas com lipase e foram utilizados

como fonte de embasamento para o desenvolvimento deste estudo.

2.8 Glutaraldeido

Embora as nanoflores hibridas enzimaticas inorganicas apresentem atividade
enzimatica e estabilidade aprimoradas, geralmente ndo sdo aptas a uma reutilizacio eficiente,
limitando a aplicagdo pratica desse imobilizado.

A baixa capacidade de reciclagem das nanoflores tem sido atribuida principalmente a
sua morfologia que pode ser fragilizada durante as etapas de centrifugagdo do processo de
reciclagem (LEE et al, 2017). Com isso, estratégias t€ém sido estudadas e aplicadas para
reforcar as interagdes entre suas pétalas e promover o estabelecimento de uma estrutura mais
resistente.

Na imobilizag@o enzimatica um bom exemplo de reagente utilizado para reticulagdo de
proteinas € o glutaraldeido. A reticulagdo de proteinas, geralmente envolve o grupo g-amino de

residuos lisina (WEETALL, 1974). A maioria das proteinas contém muitos residuos de lisina,
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geralmente localizados na superficie da proteina devido a polaridade do grupo amina. Além
disso, os residuos de lisina geralmente nfo estdo envolvidos no sitio catalitico (AVRAMEAS,
1969), ndo afetando, assim, a agfo catalitica. Desse modo, o glutaraldeido atuaria como uma
cola de refor¢o, ligando firmemente as pétalas e, portanto, aprimorando a capacidade de
reutilizacdo por meio da preservacdo da conformagéo da proteina e de sua atividade biologica,

ver Figura 05.

Figura 05- Esquema da sintese das nanoflores com inserc¢do da etapa de reticulagdo.
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Fonte: Elaborada pela autora, adaptado de GE ef al. (2012). As linhas vermelhas na etapa 4

simulam o entrecruzamento pelo glutaraldeido.

No entanto, as lipases ndo sdo enzimas ricas nesses residuos, relatado na Tabela 01. Os
grupos lisina correspondem a apenas aproximadamente 3% do total de aminoacidos presentes
na sequéncia das lipases TLL e CALB. Por isso, em alguns casos, ha uma ativag@o prévia por

reagentes quimicos para aumentar os pontos de interagdo possiveis.

Tabela 01- Quantifica¢do dos residuos lisina nas lipases de Thermomyces lanuginosa (TLL) e

Candida antarctica (CALB).

Enzimas Quantidade total de % da composig¢do total
residuos Lisina de aminoacidos
I I I 1
Lipase de Thermomyces lauginosa (TLL) 8 aminoacidos 3%
| 1 1 1
Lipase de B Candida antactica (CALB) 9 aminoacidos 2,8 %

Fonte: Elaborada pela autora com base em FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 2010 para TLL
e UPPENBERG et al., 1994 para CALB. A porcentagem foi calculada por uma razdo entre o

nimero de grupos lisina e o nimero total de aminoécidos.
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Apesar da baixa quantidade, esses grupos estdo distribuidos na superficie das estruturas
enzimaticas, facilitando o acesso desse alvo de ligagdo. Nas Figuras 06 e 07 utilizou-se o
método de visualizagdo de superficies pelo software Chimera permitindo a observag¢do do

arranjo dos grupos Lisina na TLL e na CALB.

Figura 06 - Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) e os residuos lisina.

Fonte: Elaborada pela autora. Lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL) em azul e os residuos
Lisina marcados em rosa. Estrutura obtida a partir do Protein Data Bank utilizando o software

Chimera. Codigo PDB: 1DT3. TLL (azul); Lisina (rosa).

Figura 07 - Estrutura da Lipase de B de Candida antarctica (CALB) e os residuos lisina.

Fonte: Elaborada pela autora. Estrutura da Lipase de B de Candida antarctica (CALB) em verde
e os residuos Lisina marcados em rosa. Estrutura obtida a partir do Protein Data Bank utilizando

o software Chimera UCSF. Cdodigo PDB: 1TCA. CALB (verde); Lisina (rosa).

2.9 Nanoparticulas
Outro aspecto limitante das nanoflores ¢ a dificuldade em separagdo do sistema de
reacdo reacional. A fragilidade das nanotlores hibridas e seu tamanho limita sua aplicagdo em

umas reagdes continuas, podendo ser destruida durante o processo de catalise e separagdo, além
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de requerer consumo de energia extra, pois geralmente a separacdo ocorre por centrifugacio
(MICHELIN et al., 2015).

A introduc¢do de materiais magnéticos pode resolver o problema de separacdo, e a
enzima imobilizada pode ser facilmente removida do fluido de reagdo pelo campo magnético
externo sem danificar o material nanocatalitico composto (REN ez al., 2019).

As nanoparticulas possuem caracteristicas especificas como alta area de superficie,
faixa de tamanho ajustavel, facil dispersdo em meio aquoso com difusdo minima, portanto, sdo
consideradas materiais de suporte eficientes para imobilizacdo de enzimas (MEENA et al.,
2021). A magnetita (Fe3O4) € atualmente a mais comumente usada entre os varios nano-6xidos
que exibem propriedades magnéticas (MAGDALENA et al., 2018). Este material tem baixa
citotoxicidade, boa biocompatibilidade e estabilidade em uma variedade de condigdes
fisiologicas, sendo assim uma dtima alternativa para criar um sistema biocatalitico de matriz
enzimatica estavel (KLAPISZEWSKI et al., 2017).

Além de uma area de superficie maior, as nanoparticulas magnéticas fornecem o
beneficio da abundancia de grupos hidroxila em sua superficie, permitindo facil modifica¢ao
da superficie e ligagio covalente (GALVAO ef al, 2015). Amino silanos como (3-
aminopropiltrietoxisilano - APTES) sdo os reagentes amino funcionais mais amplamente
utilizados para a modificag@o de superficie das nanoparticulas (LI ef al., 2010).

Na presen¢a de um reagente bifuncional como o glutaraldeido (GA), as proteinas podem
ser covalentemente ligadas ao grupo amino do nanocarreador para desenvolver um
nanobiocatalisador magnético (SHAW et al., 2006). O glutaraldeido reage com o grupo amino
de APTES na superficie da nanoparticula, formando liga¢des do tipo imina. Com isso, 0s grupos
aldeidos ficam livres para reagir com o grupo amino da enzima. (REBELO ef al., 2010). Além
disso, de acordo com REBELO et al. (2010) as nanoparticulas tratadas com glutaraldeido

mostram maior capacidade de reutilizagdo.
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3 OBJETIVOS
O objetivo geral deste estudo foi a producdo nanoestruturas biocataliticas hibridas,
semelhantes a flores, das lipases de Candida antarctica tipo B (CALB) e de Thermomyces

lanuginosus (TLL).

3.1 Objetivos especificos
e Investigar a utilizacdo de um método alternativo de quantificagdo proteica para
acompanhar a imobilizacdo das enzimas;
o Comparar trés condi¢des de sintese de nanoflores em relagdo a atividade catalitica;
e Avaliar as nanoflores obtidas quanto a estabilidade térmica e estabilidade operacional;
e (Caracterizar os imobilizados em relagdo as alteracdes promovidas pela imobilizagdo por

meio da Eletroforese e Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

A lipase solavel de Candida antarctica do tipo B (CALB) (6,7 mg de proteina/mL) foi
comercializada pela Sigma-Aldrich e a Lipase soluvel de Thermomyces lanuginosus (TLL)
(15,83 mg de proteina/mL) adquirida junto a Novozymes (Espanha). O glutaraldeido, aplicado
como agente de entrecruzamento, o butirato de paranitrofenil (pNPB), utilizado como substrato
para determinagdo da atividade hidrolitica e o 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES),
empregado na funcionalizagdo das nanoparticulas, foram comercializados pela Sigma-Aldrich.
marcador de baixo peso molecular adquirido por GE Healthcare. Os demais reagentes utilizados

foram de grau analitico.

4.2 Métodos

As nanoflores sdo produzidas seguindo a metodologia descoberta por GE et al. (2012)
com algumas alteragées. Inicialmente, a solugéo de lipase com os sais inorganicos ¢ incubada
por 72h. Em seguida as nanoflores sdo obtidas por precipitagdo. Para as demais condig¢des, as
nanoflores sdo incubadas por mais 24h em contato com glutaraldeido e/ou nanoparticulas. A
partir dessas nanoflores foi feito avaliacdo através do poder catalitico, como também uma
caracterizagdo. Todos esses processos estdo reunidos na Figura 8 e serdo detalhados nos

préoximos topicos.

Figura 8- Fluxograma dos processos de imobilizagdo e caracteriza¢do dos nanocatalisadores

formados.

Lipase (TLL/CALB)

Eletroforese

FTIR

’ Agitacéio (72h) H Nanoflores }—»[ Caracterizaciio ]—

1 —% Estabilidade térmica |

Glutaraldeido Glutaraldeido +
Nanoparticula —4 Estabilidade operacional ‘

Nanoflores Entrecruzadas ’—

Agitaciio (24h)

Nanoflores Entrecruzadas-Magnéticas ‘

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2.1 Sintese das nanoflores

A sintese de nanoflores foi conduzida de acordo com metodologia descrita na literatura
(GE et al., 2012), com modificacgdes, ver Figura 9. 20 pL de solugdes aquosas de CuCl, - 2H,O
ou CuSO4 - 5SH>0 (120 mM) foram adicionados a 3 mL de solug@o enzimatica (tampao fosfato
de sédio 100mM, pH 7.4), contendo 1,5 mg / mL da lipase (CALB ou TLL). A mistura foi
incubada em agitacdo a 25 ° C durante 72 horas. Apos esse periodo realizou-se centrifugacio

(3500 rpm por 15 min) para a recuperagdo do precipitado formado.

Figura 09 - Metodologia esquematizada da sintese das nanoflores.

Lipase

Agitacio _’Centrifugagﬁo - Obtencio das
(TLL/CALB)

(72h) e Lavagens Nanoflores

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.2 Sintese das nanoparticulas

As nanoparticulas foram sintetizadas pelo método da co-precipitag@o, assistida por
ultrassom (GALVAO et al., 2014). Cloreto Ferroso (FeCl, - 4H,0) e Cloreto Férrico
(FeCls - 6H20) foram dissolvidos em 50 mL de agua Milli-Q previamente ajustada para pH
acido. A mistura permaneceu sob vigorosa agita¢do de ultrassom por 9 minutos enquanto 10
mL de uma solucdo de Hidroxido de Amonio (NH4OH) foram adicionados gota a gota para
formagdo do precipitado de nanoparticulas de Oxido de Ferro (Magnetita-Fe;Oy). O precipitado
foi lavado varias vezes com agua ultrapura até que a solugdo residual atingisse o pH neutro,

seguido pela secagem das nanoparticulas em um dessecador.

4.2.3 Funcionalizacdo das nanoparticulas

Apos a secagem, as nanoparticulas de magnetita sofreram modificagdo de sua superficie
pelo polimero APTES (3-aminopropiltrietoxisilano). Seguindo o procedimento de
funcionalizacdo de BEZERRA et al. (2017), 100 mg de magnetita foram suspensos em um
béquer utilizando 20 mL de etanol, 20 mL de tolueno e 100 pl. de APTES. Essa solugdo foi

submetida a agitacdo ultrassonica vigorosa por 9 minutos para adsor¢do do APTES na
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magnetita. Ao final da agitacdo, as nanoparticulas funcionalizadas foram lavadas varias vezes

com 4gua ultrapura e armazenadas em um dessecador para secagem.

4.2.4 Determinacio da atividade hidrolitica.

As atividades das enzimas soliveis e imobilizadas foram determinadas de acordo com
a metodologia descrita na literatura por RIOS e al. (2016), com algumas alteragdes. O ensaio
consistiu na quantificacdo espectrofotometricamente a 348 nm (ponto isosbéstico de p-
nitrofenol (pNP)), de p-nitrofenol (pNP), produto liberado na hidrélise do substrato p-nitrofenil
butirato (pNPB) 50 mM em acetonitrila. A reag@o foi iniciada pela adi¢do de 50 pL de solugdo
de enzima a 50 uL. de pNPB e 2,5 mL de tamp3ao fosfato de s6édio 25 mM a pH 7, sendo o fator
da curva de calibracdo do pNPB de 0,1941 pumol/(mL.abs). Observou-se a quantidade de
produto formado em 1,5 minutos, segundo a metodologia descrita por RIOS e al. (2013).

A atividade da lipase imobilizada contendo nanoparticulas foi mensurada utilizando-se
0,25 mL de pNPB em contato com 10 mg do imobilizado em 12,75 mL de tampao fosfato de
sodio 25 mM a pH 7 e 25 °C, mantido sob agitagdo mecanica durante por 12 minutos de acordo
com a metodologia descrita por RIOS ef al. (2013). com modificagdes. Realizou-se medidas
pontuais do aumento da absorbancia da solug¢@o durante o tempo de reacdo, de forma regular.
Definiu-se 1 unidade de atividade catalitica da enzima como sendo a quantidade de enzima
capaz de hidrolisar 1 pmol de p-NPB por minuto.

A atividade do imobilizado (U/g ou U/mL) foi determinada pela inclinag¢do da reta (o)
em abs/minutos, fator da curva de calibragdo do pNPB (F) em pmol/mL.abs no valor de 0,1941,
volume de reag¢do (VR) em mL e a massa de nanoparticulas (M) em g ou volume da amostra

(VA) em mL, de acordo com a Equacgdo 1:

0 At U _a F «VR
U a x FxVR
Atv Der. (E) = T

4.2.5 Quantificacao proteica

A concentracdo de proteina das enzimas soluveis e do sobrenadante foi medida usando
o método de Bradford (BRADFORD, 1976). A Albumina de Soro Bovino (BSA), na
concentragdo de 0,1 mg/mL, foi usada como o padréo de proteina para a curva de calibracdo do
microensaio. Para isso, 1 mL do reagente Bradford foi adicionado a 100 uL. das amostras,

deixando para reagir por 10 minutos na auséncia de luz. Apos esse periodo foram feitas as
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leituras das amostras no comprimento de onda de 595 nm. O valor obtido na leitura em 595 nm
foi usado para se obter a concentragdo e proteina de acordo com a Equagao 2:

(2)y = 0,2199x + 0,0017
Também foi utilizado o método de quantificacdo pela absor¢do no ultravioleta. Este

método € baseado na absor¢do das proteinas na regido de 280 nm devido aos aminoécidos
triptofano, tirosina e cisteina que possuem uma absortividade molar significativa nessa faixa
(GROVES, 1968; PACE 1995). Desse modo, também foi realizado a leitura das solugdes
enzimaticas e dos remanescentes no comprimento de onda de 280 nm, ver Equacéo 3:

A280 * Peso Molecular da proteina

€
Sendo “€” o coeficiente de absortividade molar (M™' cm™) da proteina. O valor desse

(3)P=

coeficiente para a lipase CALB ¢ de 41285 M™! em™ (VAN TASSEL et al., 2019) e para a TLL
¢ de 43000 M! cm™! (BARAUSKAS et al., 2016). Em relagdo ao peso molecular de cada
enzima, a CALB tem 33 kDa (UPPENBERG ef al., 1994) e a TLL 31,7 kDa (FERNANDEZ-
LAFUENTE et al., 2010).

4.3 Preparacio de biocatalisadores
4.3.1 Nanoflores reticuladas

Os precipitados azuis obtidos na sintese de nanoflores foram ressuspendidos (tampéo
fosfato de sodio 50 mM pH?7) e nesta solu¢do foi adicionado glutaraldeido (0,8% v/v). A mistura
foi incubada em agitacdo a 25 °C durante 24 horas. Apos esse periodo de tempo, realizou-se a
centrifugagdo (3500 rpm por 15 min). O precipitado foi lavado (tampéo fosfato de sodio 25
mM, pH 7) por centrifugago para retirar o glutaraldeido em excesso na solugdo. Logo apos a
lavagem o precipitado foi ressuspendido (tampdo fosfato de sodio 25 mM, pH 7) para as

medidas de atividade. Esse topico foi representado na Figura 10.

Figura 10- Metodologia esquematizada de entrecruzamento das nanoflores.

EB:' Agitaciio Centrifugacio .|Obtencio das Nanoflores
(24h) e Lavagens Entrecruzadas

Glutaraldeido

NF-C-GA-Cu(Cl,

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.2 Nanoflores e nanoparticulas reticuladas com glutaraldeido

Os precipitados azuis obtidos na sintese de nanoflores foram ressuspendidos (tampéao
fosfato de sodio 50 mM pH 7) e nesta solugéo foi adicionado glutaraldeido (0,8% v/v) e 10 mg
de nanoparticulas (magnetita-Fe3Os-APTES). A mistura foi incubada sob agitagdo a 25 °C
durante 24 horas. Em seguida, por campo magnético, o imobilizado (Figura 11) foi lavado
(tampio fosfato de sédio 25 mM, pH 7) para remover o glutaraldeido em excesso na solugdo e,
em seguida, ressuspendido (tampdo fosfato de sodio 25 mM, pH 7) para as medidas de

atividade. Esse topico foi esquematizado na Figura 11.

Figura 11- Metodologia esquematizada de entrecruzamento com nanoparticulas.

{ Nanoparticulas

T — 3 Agitaciio Separacio N Obtenciio das Nanoflores

NF-T-MNP-GA-CuSO

(24h) e Lavagens Entrecruzadas-Magnéticas

Glutaraldeido

NF-C-MNP-GA-CuCl,

Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.3 Imobilizacio das enzimas soliveis em nanoparticulas

10 mg de nanoparticulas (magnetita-Fe304~APTES) e glutaraldeido (0,8% v/v) foram
adicionados a 3 mL de solugdo enzimatica (tampao fosfato de sédio 100mM, pH 7.4), contendo
1,5 mg / mL da lipase (CALB ou TLL). A mistura foi incubada em agitagdo a 25 ° C durante 24
horas. Em seguida, por campo magnético, o imobilizado obtido foi separado e lavado (tampao
fosfato de sodio 25 mM, pH 7) para retirar o glutaraldeido em excesso na solugdo e
ressuspendido (tampdo fosfato de sodio 25 mM, pH 7) para as medidas de atividade. Esse

topico foi esquematizado na Figura 12.
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Figura 12 - Metodologia esquematizada da imobilizagdo das enzimas soliveis em

nanoparticulas.

Nanoparticulas|

Lipase Agitacio .| Separacdo n Obtencao dos

(TLL/CALB) (24h) "l eLavagens imobilizados
Glutaraldeido

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 Caracterizacao dos biocatalisadores
4.4.1 Estabilidade térmica

A fim de comparar as estabilidades térmicas das nanoestruturas, os imobilizados foram
suspensos em 3 mL (tampao Tris-HCI 25 mM em pH 7) na temperatura de 60°C para ambas
lipases. Periodicamente, em intervalos de 1 hora, as atividades das amostras foram medidas
usando p-NPB como substrato. O tempo de meia-vida (t12) para cada imobilizado foi calculado
de acordo com o modelo de SADANA; HENLEY, (1987) usando Microcal Origin versdo 8.1.
Para tanto, a atividade relativa (%) foi calculada tendo como 100% a atividade no ponto inicial

(Ati), de acordo com a Equagdo 4.

Atr

(4) Atv ger. (%) = ——* 100

As curvas relacionando a atividade relativa ao tempo foram construidas no software
Origin 8.5, utilizando um modelo de desativacdo enzimatica de SADANA; HENLEY, (1987),
segundo a Equagéo 5:

(5)y=100%((1— a) e kD 4 q)
Sendo “Kd” a constante de desativagdo térmica e “o” fragdo da enzima que perde

atividade sdo parametros gerados pelo software, e as variaveis dependente e independente sdo
a atividade relativa (Y) e o tempo (t), respectivamente. O tempo de meia-vida (t1,2) foi calculado

utilizando os parametros obtidos pelo software, através da Equagéo 6:

05—a)

_ln—

_ 1-a)
Ot ="%a

4.4.2 Estabilidade operacional
A estabilidade operacional dos biocatalisadores foi realizada por hidrolise de p-NPB (50
mM em acetonitrila) em tampdo de fosfato de sdédio 25 mM a pH 7.0 e 25 ° C. Ciclos

consecutivos de reacdo de hidrdlise do p-NPB foram realizados com o mesmo biocatalisador e
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recuperacdo foi realizada com o auxilio de um ima. Entre os ciclos o imobilizado foi lavado
(tampéo fosfato de sodio 25 mM, pH 7) para retirar resquicios do substrato. Foi calculada a
atividade relativa do biocatalisador em cada ciclo operacional, tomando como 100% a atividade

do primeiro ciclo da reagdo de hidrdlise.

4.4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os ensaios de eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida foram realizados de acordo
com LAEMMLI, UK. (1970). Os géis foram preparados na concentracdo de 12 % de
poliacrilamida para o gel de separagdo e de 5% para o gel de concentragdo. O tampao de ruptura
foi preparado e utilizado de acordo com a metodologia apresentada por GARCIA-GALAN et
al. (2014) e adicionado as amostras, as quais foram aquecidas a 100°C durante 10 minutos. As
amostras contendo glutaraldeido foram previamente reduzidas por uma solugdo 1 mg/mL de
borohidreto de sodio (NaBHa4) para inativar a a¢do desse agente.

O marcador molecular padrdo de baixo peso (LMW) foi utilizado como padréio no
primeiro pogo. O LMW ¢ contido por misturas de fosforilase (97 KDa), albumina (66 KDa),
ovalbumina (45 KDa), anidrase carbonica (30 KDa), inibidor de tripsina (20 KDa) e
lactoalbumina (14 KDa). Para analise de comparagao, foi posto no segundo pogo uma amostra
contendo apenas a solucdo das lipases na concentragdo de 1,5 mg/mL. O gel foi submetido a
uma voltagem constante de 110V em uma tetra-célula Miniprotean (Biorad) por
aproximadamente 1 hora e 30 minutos. Apos a corrida, foi feita a coloragdo com o reagente
nitrato de prata no gel com TLL, conforme MORRISSEY (1981) e para CALB foi utilizado a

coloragdo com o reagente Coomassie Blue.

4.4.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Com a finalidade de investigar as mudangas provocadas com a formacao das nanoflores,
foram analisadas por espectroscopia no infravermelho todas as nanoestruturas cataliticas
produzidas. Os dados de espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) foram obtidos em um Perkin Elmer Spectrometer FTIR do Laboratério do
Grupo de Pesquisa em Termofluidodinamica Aplicada (GPTA) na Universidade Federal do
Ceara (UFC). Para essas medidas, as amostras foram previamente suspendidas (tamp&o fosfato
de sddio 100mM, pH 7,4), em seguida, os espectros foram coletados na faixa de 400 - 4000 cm”

', Os gréficos foram gerados utilizando Microcal Origin versdo 8.1.
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4.5 Parametros de imobilizacao
4.5.1 Rendimento de imobilizaciao

Determinou-se o rendimento de imobilizagdo (%) pela diferenga entre a atividade inicial
da solugdo enzimatica (Ati) e a atividade do remanescente ou sobrenadante (Atf), de acordo

com a Equacdo 7. A atividade da enzima foi determinada a partir da descricdo em 4.2.4.

DR = 22T 10
Ati
O rendimento de imobilizagdo (%) pela diferenca entre a concentragdo proteica inicial
da solucdo enzimatica (Pi) e a concentragdo proteica do remanescente ou sobrenadante (Ps)
pelo método de absor¢do no ultravioleta na regido com comprimento de 280 nm, de acordo com

a Equagdo 8:

Pi S
B)R (%) = T * 100

4.5.2 Atividade recuperada

A atividade recuperada é a razio entre a atividade do imobilizado e a atividade tedrica,
sendo esta a atividade total oferecida na solug¢@o de enzima subtraida da atividade encontrada
no sobrenadante ap6s a imobilizagdo (Equacdo 9).

(9) Atv Tebrica (U) = Atvinicial - Atv sobrenadante
A atividade recuperada foi entdo calculada como uma porcentagem da atividade obtida

em cada imobilizado em relagdo a atividade teorica, seguindo a Equagéo 10:

Atv Imobilizado

(10) Aty goe, (%) = « 100

Atv tedrica
4.5.3 Retencao da atividade

A fim de comparar as condi¢des de sintese de nanoflores foi estabelecida uma relagéo
entre a atividade das nanoflores antes e apds o tratamento com glutaraldeido e glutaraldeido
com nanoparticulas. O célculo é uma razio entre a atividade do imobilizado que se quer

comparar ¢ a atividade das nanoflores, ver Equagédo 11:

Atv i
(11) Retencio de atividade (%) = Imobilizado . 110

Atv nanoflores
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Quantificacio proteica

Diversas publicacdes acompanham o curso de imobilizacdo pela quantificacdo da
proteina no sobrenadante (BOUDRANT et al., 2019). A determinacdo de proteinas costuma ser
realizada por métodos espectrofotométricos, estando o método de Bradford entre os mais
utilizados (ZAIA et al.,1988). Neste método, o corante Coomassie Blue interage com os
aminodacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas das proteinas, produzindo uma mudanga
na coloracgdo do corante que é detectada no comprimento de onda de 595 nm (BRADFORD,
1976). Desse modo, realizou-se a quantificagdo proteica das solu¢des preparadas para sintese
das nanoflores, sendo os resultados retratados na Tabela 2. A medigdo foi realizada em triplicata,

correspondente a “Solucdo 17, “Solugéo 2” e “Solugdo 3.

Tabela 2 - Quantificagdo proteica das lipases pelo método de Bradford.

Amostras Solu¢ao 1 (mg/ml) Soluc¢iao 2 (mg/ml) Solucao 3 (mg/ml)
| NF-T-CuClL, 17,12 | 14,37 | 11,52 |
| NF-T-CuSO4 16,24 | 20,09 | 14,04 |
| NF-C-CuCl, 4,94 | 6,89 | 8,15 |
| NF-C-CuSOq4 8,48 | 4,28 | 7,16 |

Fonte: Elaborada pela autora. Analise realizada pelo método de microensaio, sendo as amostras
de TLL diluidas 500 vezes e¢ as de CALB 100 vezes (as dilui¢des foram determinadas em um

ensaio prévio).

Notou-se que através desse método ocorria uma grande instabilidade das absorbancias
obtidas apos adi¢do dos sais Cloreto de Cobre e Sulfato de Cobre. Um exemplo é a amostra NF-
T-CuCl,. As concentragdes obtidas desta amostra foram bastantes discrepantes entre si, € 0o
mesmo comportamento se repetiu para as demais amostras analisadas. Sendo assim, ndo foi
possivel estabelecer uma reprodutibilidade dos resultados com esse método.

Por este motivo, um novo método de determinagéo proteica foi testado. A absor¢do no
ultravioleta foi escolhida como o método alternativo. Este método € baseado no fato de que as
proteinas mostram absor¢éo na regido de 280 nm devido aos aminoacidos: fenilalanina, cisteina,
cistina, metionina, triptofano, histidina e tirosina (ZAIA et al.,1988). Essa técnica tem a

vantagem de ndo ser destrutivo como o método de Bradford, além de ndo ser necesséario o
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preparo da amostra e nem tempo de reagdo, basta realizar a leitura em um espectrofotometro no
comprimento de onda de 280 nm.

Ao fim da imobilizagdo é esperado observar uma reducio na quantidade de proteinas
livres em solucdo, indicando que houve o aprisionamento das enzimas pela imobilizagdo,
considerando que o processo ocorreu nas condi¢des ideais e ndo houve desativacio da enzima
(BOUDRANT et al., 2019). Desse modo, foram realizados testes com as solugdes das lipases
preparadas para sintese das nanoflores.

A Tabela 3 relata os resultados de quantifica¢do de amostras de TLL com os sais Sulfato
de Cobre e Cloreto de Cobre pelo método de absorgdo no ultravioleta. Com a TLL foi possivel
notar uma queda na concentracdo de proteina do sobrenadante comparada a concentragdo inicial
das solugdes. Pela diferenca da quantidade de proteina inicial e da proteina remanescente foi
possivel ter uma ideia de quanto das lipases foram precipitadas na forma de nanoflores. Na
solugdo de TLL com CuCl, cerca de 70% foi imobilizado e na condi¢gdo com CuSOg4

aproximadamente 66%.

Tabela 3 - Quantificagdo proteica da lipase TLL por absor¢do no UV.

Amostras Concentracao inicial Sobrenadante Rendimento
(mg/mL) (mg/mL) (%)
I | | I 1
NF-T-CuCl, 4,075 £0,145 1,185+ 0,005 70,91%
| ] ] 1 1
NF-T-CuSOq4 3,22 £0,06 1,155+ 0,015 66,31%

Fonte: Elaborada pela autora. A medi¢do ocorreu diretamente a partir da amostra, sem dilui¢éo

ou adi¢do de reagentes.

Além da medig¢do da quantidade de proteinas totais, também foi quantificada a atividade
enzimatica dessas amostras, ver Tabela 4. Assim como na quantidade de proteinas, também ¢
esperado que acontega uma diminui¢do no valor da atividade, pois na solugdo sobrenadante
restard apenas as enzimas ndo imobilizadas.

Como previsto, houve uma redugdo na atividade enzimética da solugdo remanescente
comparada a solucdo inicial utilizada para imobilizar. A partir dessa diferenga, também foi
calculado um rendimento de imobilizagdo através da atividade. A NF-T-CuCl, mostrou
rendimento semelhante ao obtido por meio da quantidade de proteinas, e a NF-T-CuSO4

apresentou rendimento superior, sendo este de 71,40%.
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Tabela 4 - Atividade hidrolitica da lipase TLL.

Amostras Atividade inicial (U/mL) Sobrenadante (U/mL) Rendimento (%)

T T T T
NF-T-CuCl; 619,45 +0,56 182,25+ 0,76 70,58

T T
NF-T-CuSO4 543,73 £1,62 155,50+ 1,5 71,40

Fonte: Elaborada pela autora. O pNPB (50 mM em acetonitrila) foi empregado como substrato
para quantificacdo da atividade enzimatica. A atividade da enzima foi determinada com a

descri¢do em 4.2.4 e para medi¢do da TLL a amostra foi diluida em 500 vezes.

Desse modo, um resultado estava confirmando o outro, indicando que este método
poderia ser empregado em alternativa ao método de Bradford. E com isso os testes
prosseguiram para a lipase CALB, sendo estes resultados expostos na Tabela 5.

Quando realizado a medi¢do com a lipase CALB, também foi observado uma redugéo
na concentragdo de proteinas comparando o inicio e o final do processo. Assim como para TLL,
uma maior porcentagem de enzima foi imobilizada quando na presenga de Cloreto de Cobre,

com valor de 66,7 % para CuCl, e de aproximadamente 46% para CuSOj.

Tabela 5 - Quantificagdo proteica da lipase CALB por absor¢do no UV.

Amostras Concentracao inicial Sobrenadante Rendimento
(mg/mL) (mg/mL) (%)
I I | I 1
NF-C-CuCl, 1,246 + 0,50 0,415 £ 0,046 66,7%
| 1 ] 1 1
NF-C-CuS04 0,858 +0,01 0,464 £0,18 45,92%

Fonte: Elaborada pela autora. A medi¢do ocorreu diretamente a partir da amostra, sem dilui¢do

ou adi¢do de reagentes.

Contudo, quando foram realizadas as medidas de atividades destas mesmas solugdes de
CALB, foi observado que ndo houve mudangas comparado ao inicio do processo, mostrado na
Tabela 6. Como ndo houve uma redugdo significativa na atividade mostra que a lipase em

solucdo ndo formou as nanoflores.
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Tabela 6 - Atividade hidrolitica da lipase CALB.

Amostras Atividade inicial Sobrenadante (U/mL) Rendimento (%)
(U/mL)
I I I I 1
NF-C-CuCl; 222.8 £0,3 221,2+1.9 0,71
I I I I 1
NF-C-CuSOq4 2275 £2,3 223,5+2,1 1,76

Fonte: Elaborada pela autora. O pNPB (50 mM em acetonitrila) foi empregado como substrato
para quantificacdo da atividade enzimdtica. A atividade da enzima foi determinada com a

descri¢do em 4.2.4 e para medi¢cdo da CALB a amostra foi diluida em 100 vezes.

Enquanto houve uma redugdo na quantidade de proteinas, a atividade permaneceu a
mesma ao final do processo, revelando uma contradi¢do entre os resultados. A partir desta
discordancia, os resultados obtidos com a TLL perdem a confiabilidade, visto que a mudanga
na concentragdo de proteinas no processo de imobilizagdo das nanoflores ndo necessariamente
significou que a imobilizac¢do de fato aconteceu.

O método de absor¢do no UV, apesar de ser simples, rapido e facil, tem a grande
desvantagem de produzir “falsos” resultados, pois, qualquer substancia presente na solugdo
pode apresentar absor¢do na regido de leitura, sendo assim um método muito sujeito a
interferentes (ZAIA et al.,1988). Por causa dessa desvantagem, esta metodologia ¢
prioritariamente utilizada em processos de purificagdo de proteinas, na qual uma avalia¢do
semi-quantitativa ¢ suficiente, na maioria dos casos (ZAIA et al., 1988).

Outro ponto observado foi a instabilidade dos resultados, exemplificado na Tabela 7.
Esta tabela mostra os resultados de quantidade de proteinas de uma solugdo de mesma
concentragdo, de proteina e de sal, variando apenas o volume total da solugdo. Mesmo
mantendo a concentragdo, as solugdes com maior volume da CALB mostraram resultados
equivalentes a metade da concentragdo das solugdes de menor volume. Os valores obtidos com
a TLL n3o foram muito discrepantes, ao contrario dos observados com a CALB, nos quais com

o aumento do volume ha uma diferenga consideravel nos resultados obtidos.
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Tabela 7 - Comparag¢éo da quantificagdo proteica usando solugdes de mesma concentragdo em

diferentes volumes.

Volume 1,5 mLL Volume 6 mL/9mL
I Amostras I Concentracao (mg/mL) I Concentrac¢ao (mg/mL) I
| NF-T-CuCl, | 4,075 £0,145 I 3,181 £ 0,203 |
| NF-T-CuSO4 | 3,22 £0,6 I 3,185 +0,7 |
| NF-C-CuCl; | 1,246 £0,5 I 0,622 +£0.4 |
| NF-C-CuSOq4 | 0,858 +0,10 I 0,422 + 0,5 |

Fonte: Elaborada pela autora. Os valores obtidos entre os volumes 6 mL e 9 mL foram

aproximados, por isso foi calculado a média e o desvio padrio entre eles.

Por meio desses resultados € possivel afirmar que o método de absor¢do em 280 nm
também ndo é o método de quantificagdo proteico mais indicado para as nanoflores de CALB
e TLL produzidas neste trabalho. Com isso, o curso da imobilizagdo foi acompanhado e
avaliado pela atividade catalitica das lipases. Segundo BOUDRANT et al. (2019), a medicéo
das atividades do sobrenadante, da solugéo de referéncia e da solu¢do imobilizada fornece uma
realidade mais precisa do processo de imobilizagdo. Nesse trabalho os autores apontam que
apenas protocolos que garantem 100% de rendimento de imobilizagdo podem ser
acompanhados pela medida de proteinas, pois desse modo ndo ha como o rendimento real da
imobilizacdo ser subestimado por algum interferente ou ocorra a imobiliza¢do outras proteinas

que estejam no extrato que ndo seja a enzima de interesse (BOUDRANT ef al., 2019).

Desse modo, os proximos topicos discutidos irfo utilizar a atividade de hidrolise como

parametro de avaliagdo dos catalisadores sintetizados.

5.2 Obtenc¢ao das nanoflores

Seguindo o protocolo de GE et al. (2012), as nanoflores foram obtidas e mensuradas
quanto ao seu poder catalitico. As nanoflores sdo encontradas na forma de precipitados azuis

devido a coloracdo dos sais utilizados na producdo, mostrado na Figura 13.
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Figura 13 - Precipitados azuis de nanoflores.

Fonte: Elaborada pela autora. a) Precipitados azuis obtidos ao fim da etapa de sintese das

nanoflores. b) Reagentes utilizados, Cloreto de Cobre (CuCl») e Sulfato de Cobre (CuSOy).

A Tabela 8 mostra os resultados dos parametros de imobilizagdo para este ensaio. As
nanoflores da Lipase CALB alcangaram maior rendimento de imobiliza¢cdo. Comparada a
Lipase TLL, a CALB possui um grupamento lisina a mais disponivel para a formagdo das
nanoestruturas, relatado na secéo Introducéo, sendo este um fator que pode ter influenciado em

uma melhor capacidade de hidrélise das nanoflores de CALB.

Tabela 8 - Parametros de imobilizagao e atividade das nanoflores

Biocatalisadores Rendimento Atividade do Atividade
imobilizacio (%) Imobilizado (U) recuperada (%)
| NF-T-CuSOyq4 56,98 | 5,13+0,76 | 11,86 |
| NF-T-CuCl, 52,78 | 5,76 £ 0,15 | 14,74 |
| NF-C-CuSOq4 79,70 | 11,64 £ 0.4 | 7,52 |
| NF-C-CuCl, 72,39 | 12,99 + 0,63 | 8,70 |

Fonte: Elaborada pela autora. Atividade tedrica (U) dos biocatalisadores: NF-T-CuSQOy: 43,26;
NF-T-CuClz: 39,09; NF-C-CuSOy4: 77,38; NF-C-CuCly:7 4,64. A imobiliza¢do foi realizada
com 3 mL das amostras de concentragdo de 1,5 mg/mL das lipases misturadas a 20 pL das
solugdes de sais, as quais possuem concentragdo de 120 mM. O tampdo fosfato de soédio pH

7,4, 100 mM foi utilizado no processo com duragdo de 72h a 25 °C, sob agitacdo constante.

A atividade recuperada estabelece uma relagdo entre a atividade aparente e a atividade

real do imobilizado. Ou seja, a nanoflor de TLL precipitada com CuCly, apresentou 14,74% de
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enzima que foi imobilizada e que permaneceu ativa apos o processo de imobilizagdo, sendo esta

a maior porcentagem entre as amostras.
5.3 Nanoflores entrecruzadas com glutaraldeido

Devido a sua morfologia delicada, tém-se estudado métodos de fortalecer a estrutura
das nanoflores para que haja uma estabilidade da atividade imobilizada por mais tempo. Com

isso, a Tabela 9 relata as atividades das nanoflores apds o tratamento com glutaraldeido.

Em relagdo a atividade dos imobilizados, € possivel observar uma diminui¢do da
atividade apos o glutaraldeido quando comparado com a atividade dos imobilizados que ndo
passaram por esse tratamento. Essa comparagao foi realizada por meio do parametro de retengéo
de atividade, que calculou o quanto de atividade dos imobilizados foi retida apos esta etapa de
entrecruzamento. Para os imobilizados da lipase TLL essa retencdo foi em média de 60% para
os dois imobilizados. A CALB apresentou melhor taxa de retencdo da atividade apds o
glutaraldeido entrar em contato com as nanoflores. O melhor resultado foi obtido com as
nanoflores de CALB precipitada CuCl, manteve 82,45% da atividade inicial da nanoflor obtida

na primeira etapa.

Tabela 9 - Parametros de imobilizagao e atividade das nanoflores antes e apds entrecruzamento

com o glutaraldeido.

Biocatalisadores | Rendimento de  Atividade do  Atividade Retencao de
imobilizacio Imobilizado  recuperada atividade
(“o) U) (“o) (“o)

NF-T-GA-CuSOy4 53,08 3,09 £0,38 7,300 60,23

I I I I 1
NF-T-GA-CuCl, 50,14 3,36 £ 0,65 8,566 58,33

I I I I 1
NF-C-GA-CuSOy4 79,73 9,03 +£0,82 8,194 77,57

| 1 1 1 1
NF-C-GA-CuCl, 70,23 10,71 £ 0,21 9,856 82,45

Fonte: Elaborada pela autora. Atividade tedrica (U) dos biocatalisadores: NF-T-GA-CuSOy:
42,33; NF-T-GA-CuCla: 39,225 ; NF-C-GA-CuSO4: 110,205 ; NF-C-GA-CuClz: 108,66. A
imobilizagdo foi realizada adicionando glutaraldeido 0,8% v/v em 3 mL da solucdo de
nanoflores. O tampao fosfato de sédio pH 7, 50 mM foi utilizado no processo com duragdo de

24h a 25 °C, sob agitagdo constante.
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A redugdo da atividade inicial néo significa um ponto negativo por completo. Segundo
SHELDON (2010), a reticulagdo de moléculas enzimaticas geralmente leva a uma redugédo da
atividade. A atividade sera menor, no entanto, pode-se esperar que ela se mantenha mais estavel
(WANG et al., 2014). Essa estabiliza¢do se d4 pelas ligagdes que sdo estabelecidas entre as
lipases confinadas nas nanoflores, que por promover uma interacdo mais forte, garante a
manuten¢do da morfologia e da atividade alcancada por mais tempo (LEE et al., 2017).

Contudo, por ndo ser um suporte sélido, as nanoflores ficam dissolvidas quando em
solugdo, sendo necessario centrifugar todas as vezes que for realizada alguma aplicagdo. O
precipitado tem caracteristicas de massa gelatinosa e esse tipo de estado material pode dificultar
a aplicacdo em processos reacionais. Além disto, as centrifugagdes constantes podem afetar a

estrutura das nanoflores e refletir na diminuig¢@o ou perda total da atividade catalitica.

Um ponto observado apds o periodo de 24 horas de incubac¢do com glutaraldeido foi a
diminui¢do da quantidade de massa e a diminuic¢éo da intensidade do tom azul dos precipitados,
mostrados na Figura 14. A diminui¢do da massa € uma complicac¢do, que ocorre inevitavelmente
durante as lavagens por centrifuga¢do e ha perda de massa, um fator limitante que pode

dificultar a aplicacdo pratica.

Figura 14 - Efeito do glutaraldeido nas nanoflores.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.4 Nanoflores e nanoparticulas entrecruzadas com glutaraldeido

As nanoparticulas se inserem nas nanoflores promovendo maior facilidade no processo
de separagdo do meio reacional, como também um aumento de massa facilitando a manipulagdo
e aplicagdo desse imobilizado (LI et al., 2016; SHAW et al., 2006). A Figura 15 é uma
representacdo dos imobilizados obtidos com nanoparticulas e sdo facilmente separados do meio

por campo magnético.
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Figura 15 - Nanoflores e nanoparticulas precipitadas por aproximag¢do magnética.

[
|-

Fonte: Elaborada pela autora.

Por meio da Figura 16 ¢ possivel ter um melhor entendimento de como ocorre a sintese
desse imobilizado. Os grupos adicionados na superficie das nanoparticulas de magnetita
interagem com as lipases nas nanoflores ¢ com o glutaraldeido, fazendo com que as

nanoparticulas sejam aderidas, e um novo imobilizado seja produzido.

Figura 16 - Enzima glicose oxidase imobilizada em nanoflores com nanoparticulas,

entrecruzadas por glutaraldeido.

Fonte: JAQUISH ef al., 2018. Em cobre a nanoparticula, o grupamento -CH=N recobrindo a

superficie por a¢do do APTES, enzima em azul.

Os resultados dos parametros dessa imobilizagdo podem ser observados na Tabela 10.
O rendimento de imobiliza¢do usando nanoparticulas foi semelhante aos rendimentos da sintese
de nanoflores e de nanoflores entrecruzadas com glutaraldeido, mantendo na faixa de 50% para

a lipase TLL e 80% para a CALB.
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Tabela 10 - Parametros de imobilizagdo e atividade das nanoflores e nanoparticulas

entrecruzadas por glutaraldeido.

Biocatalisadores Rendimento de  Atividade do  Atividade Retencéao de
imobilizaciao Imobilizado recuperada  atividade
(%) U) (%) (o)
I
NF-T-MNP-GA-CuSOy4 55,4 2,31+ 0,44 5,35 32,12
I I I I
NF-T-MNP--GA-CuCl, 55.4 2,45+ 0,56 4,74 31,00
I I I I
NF-C-MNP-GA-CuSO4 80 1,835+0,32 1,41 15,76
| 1 1 1
NF-C-MNP-GA-CuCl; 78,31 1,996 + 0,77 1,57 15,37

Fonte: Elaborada pela autora. Atividade teorica (U) dos biocatalisadores: NF-T-MNP-GA-
CuSOy4: 43,17; NF-T-MNP--GA-CuCl,: 51,12 ; NF-C-MNP-GA-CuSO4 130,41 ; NF-C-MNP-
GA-CuCl,: 126,75. A imobilizacdo foi realizada adicionando glutaraldeido 0,8% v/v e 10 mg
de nanoparticulas em 3 mL da solugdo de nanoflores. O tampao fosfato de sédio pH 7, 50 mM

foi utilizado no processo com duragdo de 24h a 25 °C, sob agitag¢do constante.

Apesar dos rendimentos de imobilizacdo semelhantes, as nanoflores com nanoparticulas
ndo se mostram tdo eficientes quanto a atividade dos imobilizados. Realizando a comparagao
por meio da reten¢do da atividade ao valor inicial de atividade das nanoflores, apenas uma
média de 15% da atividade dos imobilizados com CALB se manteve do valor inicial das
nanoflores. As nanoflores de TLL mostraram resultados melhores, de aproximadamente 30%,

apesar de terem menor rendimento de imobilizagdo que a CALB.

5.5 Imobilizacao das enzimas soliveis em nanoparticulas

Buscando comprovar a contribuicdo das nanoflores no processo de imobilizagdo e
consequentemente, nas aplicagdes dos imobilizados, realizou-se uma imobilizagdo sem a
formacdo das nanoflores e os resultados foram comparados. Com isso, foi colocada a mesma
solugdo enzimdtica utilizada para sintese das nanoflores, mas sem os sais, em contato com
glutaraldeido e as nanoparticulas por 24h. Apos este periodo de tempo, foi medida a atividade

do imobilizado e os pardmetros foram relatados na Tabela 11.
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Tabela 11- Parametros de imobilizacdo e atividade sem a formagao de nanoflores.

Biocatalisadores Rendimento de Atividade do Atividade

imobilizacdo (%)  Imobilizado (U)  recuperada (%)

| | | 1
T-MNP-GA 54,9 1,56 6,05

| | 1

I

C-MNP-GA 66,97 1,15 2,98
Fonte: Elaborada pela autora. Atividade teorica (U) dos biocatalisadores: T-MNP-GA: 25,77.
C-MNP-GA: 38,565. A imobilizacgdo foi realizada adicionando glutaraldeido 0,8% v/v e 10 mg

de nanoparticulas em 3 mL da solugéo enzimatica. O tampao fosfato de sodio pH 7, 50 mM foi

utilizado no processo com duragdo de 24h a 25 °C, sob agitacdo constante.

Apesar de ter apenas 24 horas de duracdo, essa imobilizagdo apresentou rendimento
similar ao rendimento de imobilizacdo das producdes de nanoflores. A TLL obteve 54,9% de
rendimento, bem préximo da média de 50% alcancada pelas nanoflores, apenas a CALB que
apresentou um resultado menor no valor de 66,97%, quando nas nanoflores esse valor é,
geralmente, de 80%.

Embora a semelhanga de rendimento, isto ndo refletiu na atividade. As atividades
obtidas por esta imobilizacdo foram inferiores a todas as atividades das nanoflores nas trés
condi¢des testadas, dando destaque as condig¢des de nanoflor e nanoflor apds tratamento com
glutaraldeido da lipase CALB, mostrados anteriormente nas Tabelas 8 e 9.

A nanoflor de CALB precipitada com CuSO4 e CuCl, mostrou uma atividade 10 e 11
vezes maior, respectivamente, comparado a atividade do imobilizado de CALB obtido sem a
formacdo das nanoflores. Relacionando com as nanoflores entrecruzadas com glutaraldeido,
estas mostraram uma atividade 8 vezes maior comparada com a nanoflor com CuSOse 9 vezes
maior comparada com a de CuCl,. Estes resultados mostram que as nanoflores beneficiam a

aplicag¢@o das enzimas, uma vez que promovem uma maior atividade catalitica.

5.6 Caracterizacio das nanoflores
5.6.1 Inativacao térmica

As nanoflores obtidas foram avaliadas quanto a estabilidade térmica a 60 °© C em
comparagdo com a enzima livre quanto a estabilidade que a imobilizagcdo pode promover a
enzima. O grafico de decaimento da atividade enzimatica da TLL e da CALB estdo na Figura

17 e 18, respectivamente.
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Os perfis de desativacdo entre as amostras de nanoflores e entre as amostras de
nanoflores entrecruzadas com glutaraldeido da lipase TLL foram bastantes semelhantes, ver
Figura 17. O tempo de meia-vida das nanoflores foi em média de 1 hora e 21 minutos, sem
diferenca de tempo consideravel entre os sais CuSO4 e CuCly. Ja entre os tempos de meia-vida
das nanoflores apds tratamento com glutaraldeido, ha uma diferenca de meia hora, sendo o

imobilizado com o sal CuSO4 o mais resistente aos efeitos da temperatura.

Figura 17 - Estabilidade térmica a 60 °C das nanoflores sintetizadas a partir da lipase TLL.
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Fonte: Elaborada pela autora. m Violeta: NF-T-CuSO,; ®Vermelho: NF-T-CuCl,; 4« Azul: N-T-
GA-CuSOy; ¥ Rosa: N-T-GA-CuCl,; ¢Verde: N-T-MNP-GA-CuSOy; » Azul escuro: N-T-MNP-
GA-CuCl,; «Preto: Enzima livre. Neste ensaio os precipitados foram solubilizados em tampéo
tampao Tris-HCI 25 mM em pH 7 pré-aquecido a 60 °C. As amostras foram retiradas a cada
uma hora, agitando antes de retirar a aliquota. Atividade inicial (U): NF-T-CuSO,: 5,95; NF-T-
CuCly: 5,66; N-T-GA-CuSO;: 3,5; N-T-GA-CuCl,: 3,65; N-T-MNP-GA-CuSOy4: 2,31; N-T-
MNP-GA-CuCl,: 2,45; Enzima livre: 12,37.

Contudo, ¢ possivel observar uma diferenca significativa entre os as nanoflores com

nanoparticulas. Enquanto a nanoflor com CuCl, apresenta meia-vida de 2 horas e 37 minutos,
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a com CuSO, supera o tempo de meia-vida da enzima soltivel alcangando um tempo de 3 horas
e 53 minutos para decaimento de metade de sua atividade inicial.

Em relagdo aos imobilizados da Lipase CALB, também foi realizado ensaio de
inativagdo térmica a 60 °C, ver Figura 18. Semelhante aos resultados obtidos com TLL, as
nanoflores e as nanoflores entrecruzadas apresentaram perfis de desativagdo proximos, nio
sendo muito distante a diferenca de tempo de meia-vida entre os sais CuSO4 € CuCl..

Figura 18 - Estabilidade térmica a 60 °C das nanoflores sintetizadas a partir da lipase CALB.
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Fonte: Elaborada pela autora. m Violeta: NF-C-CuSOs; @ Vermelho: NF-C-CuCly; 4 Azul: NF-
C-GA-CuSOy; ¥ Rosa: NF-C-GA-CuCly; ¢ Verde: NF-C-MNP-GA-CuSOs; » Azul escuro: NF-
C-MNP-GA-CuCly; « Preto: Enzima livre. Neste ensaio os precipitados foram solubilizados em
tampdo tampdo Tris-HCI 25 mM em pH 7 pré-aquecido a 60 °C. As amostras foram retiradas a
cada uma hora, agitando antes de retirar a aliquota. Atividade inicial (U): NF-C-CuSQOjs: 14,90;
NF-C-CuClz: 12,03; NF-C-GA-CuSO4: 8,98; NF-C-GA-CuCly: 10,28; NF-C-MNP-GA-
CuSOq4: 2,84; NF-C-MNP-GA-CuCly: 2,34; Enzima livre: 10,89.
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A diferenga na inativacgdo térmica da CALB é que a enzima soltivel possui menor tempo
de meia-vida comparado a TLL. Com isso as amostras de nanoflores entrecruzadas com
glutaraldeido mostraram melhor estabilidade térmica que a enzima livre na condicdo testada,
destacando a precipitada com CuSOy, que apresentou uma diferenga de 38 minutos com o tempo
de meia-vida da enzima soluvel.

Um outro comportamento que se repetiu comparado ao ensaio da TLL foi das nanoflores
entrecruzados com nanoparticulas. Novamente, o imobilizado com CuSO, supera o tempo de
meia-vida da enzima soluvel alcangando um tempo de 3 horas e 50 minutos para decaimento
de metade de sua atividade inicial. A Figura 18 mostra o grafico de inativagdo térmica dos
imobilizados da Lipase CALB.

Os melhores resultados de estabilidade térmica com nanoparticulas se justificam pela
prote¢do que esse material fornece as enzimas. As nanoparticulas funcionam como uma
camada de protecdo (LIU et al., 2020), evitando que a enzima seja afetada mais lentamente pela
temperatura. Com isso, a enzima mantém sua forma ativa por mais tempo e a desnaturacio so
ocorre apos a inativagdo da enzima soluvel. A funcionalizagdo dessas nanoparticulas com o
reagente APTES também contribui para maior estabilizagdo, por meio do recobrimento que
funciona como uma barreira contra a oxidag@o das nanoparticulas pelo ar (REBELO ef al.,
2010).

Porém, esse efeito ficou mais evidente apenas nas amostras com CuSOs. Ha alguns
trabalhos que relatam uma certa inibi¢do da atividade da lipase na presenga de CuCl,. Dong et
al relatou uma redugdo drastica na atividade da lipase de Bacillus sonorensis (BSL) na presenga
de CuCl,, a redugdo foi de 13% da atividade da lipase de Bacillus stearothermophilus L1 para
KIM ef al. (1988). A inibi¢do da BSL pelo Cu™, pode ser devido as mudangas trazidas pelo fon
metalico na solubilidade e no comportamento das interfaces hidrofébicas, afetando as
propriedades cataliticas da enzima (DONG ef al., 1999). Com base nisso, algum efeito
provocado pelo CuCl, pode estar afetando a atividade desse imobilizado mesmo com a protecéo
das nanoparticulas.

Buscando, outra vez, comprovar a contribuicdo das nanoflores no processo de
imobilizagdo, também foi realizado o ensaio de estabilidade térmica da enzima imobilizada

diretamente sob as nanoparticulas, ver Figura 19.
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Figura 19 - Estabilidade térmica a 60 °C dos imobilizados sem a formacdo de nanoflores
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Fonte: Elaborada pela autora. m Preto: C-MNP-GA; eVermelho: T-MNP-GA; s Azul: Enzima
solivel TLL; ¥ Rosa: Enzima CALB. Neste ensaio os precipitados azuis foram solubilizados
em tampao Tris-HCI 25 mM em pH 7 pré-aquecido a 60 °C. As amostras foram retiradas a cada
uma hora, agitando antes de retirar a aliquota. Atividade inicial (U): T-MNP-GA: 1,628; C-
MNP-G: 1,42; Enzima livre (CALB): 10,89; Enzima livre (TLL): 12,37.

O imobilizado com TLL obteve tempo de meia-vida de 1hora e 46 minutos e o da CALB
de 1 hora e 20 minutos. Esses resultados s6 superam as amostras de nanoflores, sendo inferiores
as amostras entrecruzadas e as com nanoparticulas. Apesar do periodo de imobilizagdo ser bem
menor ao de sintese das nanoflores, essa maior resisténcia a inativagdo térmica das amostras
sem a formagdo de nanoparticulas pode ser devido a presenga das nanoparticulas que oferecem
uma prote¢do extra as enzimas, resultado em uma maior resisténcia aos efeitos da temperatura.

A tabela 12 resume os tempos de meia- vida obtidos nos ensaios de inativagdo térmica
dos imobilizados e das enzimas soltiveis. A tabela 13 reune os parametros calculados por meio
do modelo de SADANA; HENLEY, (1987) para determinar o tempo de meia-vida dos

biocatalisadores ¢ da enzima livre na desativagdo térmica.
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Tabela 12 - Tempo de meia-vida a 60 °C dos biocatalisadores produzidos com as lipases TLL e

CALB.
Tempo de meia-vida (t12)
Biocatalisadores :
TLL CALB

| Enzima livre 2h 57min. 1h 50 min. |
| NF-CuSOyq4 1h 20 min. 1h 10min. |
| NF-CuCl; 1h 22 min 1h 25 min |
| NF-GA-CuSO4 2h 31 min. 2h 28 min. |
| NF-GA-CuCl; 2h 02 min. 2h 03 min. |
| NF-MNP-GA-CuSOy4 3h 53min. 3h 50 min. |
| NF-MNP-GA-CuCl, 2h 37 min. 2h 18 min. |
| MNP-GA 1h 46 min. 1h 20 min. |

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 13 - Parametros de desativagdo térmica dos biocatalisadores produzidos com as lipases

TLL e CALB.
TLL CALB
Biocatalisadores
Kd a Kd a

| Enzima livre 0,3006 0,1531 0,46529 0,16038
| NF-CuSO4 0,4612 -0,07308 0,5296 -0,09304
| NF-CuCl, 0,5149 0,01017 0,4809 -0,01907
| NF-GA-CuSOq4 0,2858 0,02657 0,2698 -0,02127
| NF-GA-CuClL, 0,4009 0,10361 0,354 0,0457
| NF-MNP-GA-CuSOq4 0,1387 -0,19855 0,1213 -0,032785
| NF-MNP-GA-CuCl: 0,2511 -0,03322 0,25332 -0,12642
| MNP-GA 0,1287 -1,28725 0,04891 0,16038

Fonte: Elaborada pela autora. Parametros do modelo de SADANA; HENLEY, (1987) para a

desativagdo térmica dos biocatalisadores ¢ da enzima livre.
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5.6.2 Estabilidade operacional

Em razéo do resultado obtido no ensaio de estabilizacdo térmica com ambas as lipases
nas nanoflores entrecruzadas com nanoparticulas de CuSOs4, esses imobilizados foram
selecionados para realizar o ensaio de estabilidade operacional. Dessa forma, os imobilizados
foram submetidos a reagdes consecutivas de hidrélise do substrato pNPB, com a expectativa de
analisar o potencial de reutilizagdo dessas nanoflores. O parametro utilizado foi o de atividade
relativa, tendo como 100% a atividade no ponto inicial. Os resultados dos ciclos estdo no grafico
da Figura 20.

A performance dos imobilizados com CALB se mostrou maior € mais consistente por
um maior namero de ciclos. Apds o primeiro ciclo, houve uma queda de aproximadamente 30 %
da atividade desse imobilizado, no entanto, a atividade restante se manteve constante até o final
do 10° ciclo, finalizando com 73,57 % da atividade inicial. A amostra de TLL também teve
reducdo na sua atividade apos o primeiro ciclo, com uma queda mais acentuada de
aproximadamente 40%. Apos essa queda, a atividade se manteve até o 5° ciclo, este com
58,39% da atividade inicial. Depois desse ciclo, ocorreu uma queda de mais 20%,
aproximadamente, mas novamente a atividade se manteve consideravelmente estavel,

terminando o 10° ciclo com 31,53% de sua atividade inicial.

Figura 20 - Estabilidade operacional das nanoflores NF-MNP-GA-CuSO4
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Fonte: Elaborada pela autora. Amarelo: NF-C-MNP-GA-CuSOy4; Cinza: NF-T-MNP-GA-

CuSO0;. O ensaio foi realizado por ciclo de hidrélise do substrato pNPB. Apds cada ciclo era
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realizada a lavagem do imobilizado com tampao fosfato de sédio 25 mM, pH 7, com a ajuda de

um ima, para remog¢do do substrato que esteve em contato com o imobilizado durante o ciclo.

Atividade inicial (U): CALB: 2,32 ¢ TLL: 1,68.

O ensaio de estabilidade operacional também foi testado com as demais nanoflores
produzidas, no entanto ndo houve sucesso. Com as nanoflores, apds o primeiro ciclo, ocorreu
uma grande queda de atividade, de aproximadamente 50%, e perda significativa da massa apos
as lavagens por centrifuga¢do. Com isso, no terceiro ciclo houve perda total da atividade. Em
relacdo as nanoflores entrecruzadas, sua massa inicial reduzida torna inexecutavel realizar os
ciclos por causa da perda de massa que ocorre nas lavagens depois de cada ciclo para remogao
do substrato.

Com esse resultado, as nanoflores com nanoparticulas de CALB se tornam uma 6tima
candidata para aplicagdo nas mais diversas areas de processos industriais que as enzimas se
inserem. Mais estudos e analises desse imobilizado seria o ideal para que essas propriedades

sejam confirmadas e ocorra de fato a aplicacdo pratica.

5.6.3 Eletroforese

Para realizagdo da corrida em gel de eletroforese, as amostras de enzimas imobilizadas
foram inativadas a 100 °C na presenca de tampao de ruptura. Esta condi¢do de inativagdo libera
para o meio todas as lipases que estdo interagindo por alguma ligagdo fraca, como interagdes
hidrofdbicas e idnicas. Nas amostras em que ha glutaraldeido envolvido na preparagao, espera-
se que ocorra formagdo de ligacdes de interacdo forte, como interacdo covalente (LEE et al.,
2017), que ndo sdo quebradas pelo tampao de ruptura. Esses comportamentos foram observados
nos géis de ambas lipases, nas Figura 21 e 22.

A Figura 21 representa a eletroforese das nanoflores sintetizadas com a lipase CALB.
Notoriamente ha uma diferen¢a no padrdo de banda dos oitos pogos. O pogo de numero 1
contém o marcador molecular, e pelo peso das lipases ser na faixa de 30 kDa, as bandas ficam
localizadas proximo ao centro do gel. Como forma de controle, o segundo pogo contém a
solucdo de CALB utilizada para sintetizar as nanoflores. O intuito dessa amostra ¢ comprovar
que as bandas dos imobilizados correspondem a banda da enzima. O terceiro e quarto pogo
correspondem a nanoflor com Sulfato de Cobre e Cloreto de Cobre, respectivamente. Nessas
amostras ndo ha glutaraldeido e por este motivo as bandas aparecem bem nitidas e semelhantes
a banda de controle. A aparicdo dessas bandas revela que as interagdes promovidas para formar

os cristais de nanoflores sao ligagdes fracas.
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Diferentemente, nos quatro pogos seguintes ha amostras que passaram pelo tratamento
com o glutaraldeido. Como resultado da a¢do desse agente hd o estabelecimento de ligagdes
que impedem a facil liberacdo da enzima imobilizada. Desse modo, na regido desses pogos ndo
¢ possivel notar bandas nitidas, apenas uma leve indicago da presenga de proteinas. Isto indica
que o glutaraldeido conseguiu estabelecer as ligagdes covalentes, uma vez que, apds contato

com o tampao de ruptura a 100 °C, a enzima ficou mantida nas nanoflores.

Figura 21 - Eletroforese das nanoflores de Candida antarctica (CALB).

Fonte: Elaborada pela autora. Bandas: 1- Marcador de baixo peso molecular (LMW); 2 -
Solugdo de CALB; 3 - NF-C-CuSOy4; 4-NF-C-CuCly; 5-NF-C-GA-CuSOys; 6- NF-C-GA-CuCly;
7-NF-C-MNP-GA-CuSOs; 8-NF-C-MNP-GA-CuCl,. Géis na concentragdo de 12 % de
poliacrilamida para o gel de separagdo e de 5% para o gel de concentragdo. O tampao de ruptura
foi adicionado as amostras, as quais foram aquecidas a 100°C durante 10 minutos. As amostras
contendo glutaraldeido foram previamente reduzidas por uma solu¢do 1 mg/mL de borohidreto

de sédio (NaBHy4) para inativar a acdo desse agente.
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Ao contrario do resultado obtido com a CALB, no gel da TLL ¢ mais nitido a presenca
de bandas na regido de amostras apds interacdo do glutaraldeido. A Figura 22 mostra a
eletroforese da TLL e segue o mesmo padrdo de amostras utilizados no gel da CALB. As
amostras contendo apenas as nanoflores mostraram padrdes semelhantes a banda da enzima

soluvel e préximo ao marcador de 30 kDa.

Figura 22 - Eletroforese das nanoflores de Thermomyces lanuginosus (TLL).
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Fonte: Elaborada pela autora. Bandas: 1- Marcador de baixo peso molecular (LMW) em kDa;
2 - Solu¢do de TLL; 3 - NF-T-CuSOys; 4-NF-T-CuCl,; 5-NF-T-GA-CuSOs; 6- NF-T-GA-CuCly;
7-NF-T-MNP-GA-CuSOy4; 8-NF-T-MNP-GA-CuCl,. Géis na concentragdo de 12 % de
poliacrilamida para o gel de separagdo e de 5% para o gel de concentragdo. O tampao de ruptura
foi adicionado as amostras, as quais foram aquecidas a 100°C durante 10 minutos. As amostras
contendo glutaraldeido foram previamente reduzidas por uma solu¢do 1 mg/mL de borohidreto

de sédio (NaBHy4) para inativar a acdo desse agente.
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O aparecimento das amostras com glutaraldeido, mesmo que em menor intensidade que
as primeiras bandas, ndo significa que este nfo estd presente ou ndo realizou seu papel. A
interag@o pode nio ter ocorrido de modo 100% eficiente e, por isso, algumas enzimas aparecem
no gel. Outro motivo de aparecer mais nitido, ¢ que o método de coloragdo utilizado foi
diferente para cada gel. O método de colorag@o por nitrato de prata utilizado com a TLL € mais
sensivel que o método com Coomassie Blue utilizado com a CALB.

O resultado da eletroforese de TLL reflete no resultado obtido no ensaio de estabilidade
operacional das nanoflores com TLL. Estas apresentaram um desempenho geral inferior as
nanoflores de CALB, além de ter mais quedas na atividade durante os ciclos sucessivos.
Comparando os resultados dos géis de eletroforese é possivel observar uma maior liberagdo das
lipases na amostra de TLL escolhida para realizar os ciclos, sendo assim condizente com o

resultado inferior dos ciclos.

5.6.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os experimentos de FTIR foram realizados para verificar a presenga das lipases nas
nanoflores, como também a incorporac¢do do glutaraldeido. A técnica de FTIR possibilita este
estudo, uma vez que as proteinas absorvem comprimentos de onda infravermelhos devido as
vibragdes das ligagdes peptidicas (LIU ef al.,2010). Com isso, utilizando amostras em solucéo
das nanoflores e nanoflores entrecruzadas, foram obtidos os espectros observados na Figura 23
e 24.

A Figura 23 € um grafico dos espectros dos imobilizados da Lipase CALB. A linha
inferior corresponde a NF-C e a superior NF-CA-GA, sendo os picos mais evidentes
enumerados. Nao ha diferenga nos espectros entre os sais (CuCl, e CuSOs) utilizados, e por isso

ndo foi feita diferenciacio.
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Figura 23 - FTIR das nanoflores (NF-C e NF-C-GA) de Candida antarctica (CALB).
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Fonte: Elaborada pela autora. Verde: NF-C; Marrom: NF-C-GA. Para realizacdo do
experimento, os precipitados foram ressuspendidos em tampao fosfato de s6édio,100 mM e pH
7,4 e dessa solugdo uma gota foi retirada com o auxilio de uma ponteira e adicionado sob o

cristal do aparelho.

Como a analise foi realizada por meio dos precipitados ressuspendidos em soluc¢éo
tamp3o, o pico de nimero “1” ¢ atribuido a hidroxila da molécula de agua (MCINTOSH et al.,
2017). Ja a banda “2” é caracteristica de proteinas, correspondente a amida I, em
aproximadamente 1600-1700 cm ~ ! (FORATO et al., 1998). O terceiro e ultimo pico mais
evidente, de absor¢do em 1070 cm ~ %, est4 relacionada a presenca de grupos fosfato (CUI et
al., 2016). Esses grupos fosfatos podem estar relacionados ao tamp@o presente na amostra,
como também aos cristais de nanoflores, visto que os cristais primarios, na etapa de nucleacéo,
sdo formados entre os ions Cu " dos sais e os grupos fosfato presente em solugo.

Apesar de serem amostras diferentes, ndo ha diferenca visivel entre os dois espectros. A
Figura 24 também mostra nanoflores antes e apds o entrecruzamento, mas da enzima da TLL.

Com a TLL também néo foi possivel diferenciar as amostras pelo sal utilizado e também néo
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houve diferenga quanto ao contato com o agente de ligagdo cruzada. Assim como no espectro

da CALB, no grafico da Figura 22 trés bandas ficaram mais evidentes.

Figura 24 - FTIR das nanoflores (NF-T e NF-T-GA) de Thermomyces lanuginosus (TLL).
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Fonte: Elaborada pela autora. Rosa: NF-T; Azul: NF-T-GA. Para realizacdo do experimento, os
precipitados foram ressuspendidos em tampédo fosfato de s6dio, 100 mM e pH 7.4 e dessa

solugdo uma gota foi retirada com o auxilio de uma ponteira ¢ adicionado sob o cristal do

aparelho.

Para verificar alguma evidéncia da integracdo do glutaraldeido, foi selecionada uma
faixa de comprimento de onda para uma observa¢do mais detalhada, ver Figura 25. A regido
escolhida foi entre 1600 e 1800 cm ~ *, pois a faixa do 1740 cm 1 ¢ atribuida a conformagdes
que o glutaraldeido promove na estrutura da enzima quando realiza as interagdes, representando

a vibragdo de estiramento do C=0O da molécula de aldeido, que indica o processo de ativagdo

com as moléculas de glutaraldeido (RIOS et al., 2016).
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Figura 25 - Espectros entre o intervalo de 1600 ¢ 1800 cm™.
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Fonte: Elaborada pela autora. Rosa: NF-T; Azul: NF-T-GA; Verde: NF-C; Marrom: NF-C-GA

Ajuste foi realizado no préprio software Origin 8.1.

Contudo, mesmo apds aproximagdo dessa regido, ndo houve nenhuma altera¢do no
espectro que representa a interacdo do glutaraldeido. O experimento foi realizado quando se
utilizava uma concentragdo inferior a 0,8% v/v, podendo ser esse um dos fatores que justifique
a ndo aparicdo de um pico que representa a integracdo desse reagente.

Outro fator que deve ser considerado € o estado fisico das amostras. Geralmente, para o
estudo por FTIR as amostras de proteinas sdo previamente liofilizadas (COSTANTINO et al.,
1995). Por meio da liofilizag#o, a 4gua deixa de ser um interferente e outras caracteristicas das
amostras podem ser visualizadas, como informagdes sobre sua estrutura secundaria (CUI et al.,
2016).

Experimentou-se realizar a remocao de 4gua dos imobilizados utilizando um dessecador
por um periodo de 1 semana. Porém, apos esta semana, notou-se que o precipitado aderiu a
parede dos tubos nos quais as amostras estavam armazenadas, e ficaram ressecados, semelhante
a um pléstico. Com isso, ndo foi possivel realizar a andlise, pois era necessario que as amostras
estivessem em po. Todos esses fatores recomendam que, em uma anélise futura, a retirada do
excesso de agua seja realizada por meio do método de liofilizagdo, para com isso obter amostras

vidveis para a analise.
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6 CONCLUSAO

No presente trabalho foram testados dois métodos de quantificagdo de proteinas,
revelando que ambos nio sdo apropriados para a obtencdo da concentragdo de proteinas das
nanoflores sintetizadas neste estudo.

Realizou-se a sintese de nanoestruturas cataliticas no formato de flor por co-precipita¢do
das lipases de Candida antarctica tipo B (CALB) e de Thermomyces lanuginosus (TLL) e dos
sais Cloreto de Cobre (CuCly) e Sulfato de Cobre (CuSO4) por meio de trés metodologias. A
terceira metodologia testada, nanoflores e nanoparticulas entrecruzadas, recebeu maior
destaque. Apesar da atividade dos imobilizados ndo revelarem a melhor atividade, essa
metodologia foi capaz de agregar beneficios as nanoflores. Com a adi¢do das nanoparticulas o
problema de reducdo de massa do precipitado apds tratamento com glutaraldeido deixou de ser
uma limitacdo, além de facilitar o processo de separacdo do meio de reagdo, que pode ser
realizado por aproximag¢do magnética. Uma outra vantagem foi a resisténcia a temperatura de
60 °C, observada nas nanoflores com nanoparticulas de CuSO4 de ambas as enzimas, obtendo
melhor execug@o comparada as enzimas soluveis. Quando testado quanto a capacidade de
reutilizagdo, este imobilizado da CALB finalizou 10 ciclos com 73,57 % da atividade inicial e
a TLL com 58,39% da atividade inicial no 5° ciclo. Por meio da eletroforese, foi possivel
comprovar a imobiliza¢cdo e a a¢do do glutaraldeido nos imobilizados, concordando com a
analise do FTIR que indica que a imobilizacdo das lipases em nanoflores.

Com isso, foram obtidos neste trabalho biocatalisadores aptos a serem implementados
em varias areas da catalise enzimatica, devendo ser aprimorados com mais analises e estudos.
Apesar do rapido desenvolvimento das nanoflores no meio cientifico, também existem alguns
desafios a serem enfrentados, como a escolha dos ions metélicos ideias para cada enzima, o
agente de ligacdo cruzada ideal para o processo, além das adversidades relatadas ao longo deste
trabalho. Por meio de trabalhos como este, espera-se que os estudos e os campos de aplicagdo

das nanoflores sejam ainda mais expandidos.
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