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RESUMO

As lipases desempenham um papel crucial no crescimento da industria de bioprocessos,
gracas as suas versateis aplicacdes na catalise de uma ampla gama de reacdes, como
hidrolise, esterificacdo de dleos e gorduras, e reagdes de interesterificagdo. Essa grande
versatilidade torna as lipases adequadas para serem utilizadas em diversas areas,
incluindo a de alimentos, biomedicina, cosméticos, biossensores, bebidas, detergentes,
papel, couro e combustiveis. No entanto, as enzimas soliveis sdo instaveis em condi¢des
operacionais e dificeis de separar do meio reacional, o que pode resultar na contaminagao
protéica do produto final. Para superar esses desafios, nosso grupo de pesquisa tem
estudado diversos sistemas de imobilizacdo de enzimas, utilizando uma variedade de
materiais como suportes. A imobilizagdo enzimdtica ¢ extremamente vantajosa, pois
oferece melhor controle do processo, permitindo a reutilizagdo, facilidade de separagdo
do meio reacional, além de potencialmente melhorar as propriedades da enzima
(estabilidade, atividade, seletividade ou especificidade) e reduzir os efeitos dos
inibidores. Assim, as desvantagens do uso de enzimas na sua forma livre sdo superadas
através da imobilizacdo, tornando-a uma técnica valiosa para melhorar a aplicacao de
enzimas em nivel industrial. As lipases t€ém uma propriedade comum: em meio
homogéneo, elas t€ém seu centro ativo isolado do meio por uma cadeia polipeptidica
chamada tampa. Em contato com superficies hidrofobicas, essa tampa se move e expoe o
sitio ativo ao meio reacional, proporcionando a adsor¢ao da lipase na forma aberta, de
modo que pode haver o aumento da atividade enzimdatica apds a imobilizagao,
possibilitando um aumento na eficiéncia do processo. Diante disso, a lipase de
Thermomyces lanuginosus (TLL) apresenta uma grande tampa e pode proporcionar as
vantagens citadas acima. Sendo assim, este trabalho se propde a estudar a produ¢do de
biocatalisadores heterogéneos, ativos e estaveis, pela imobilizacdo da lipase TLL na silica
mesoporosa do tipo Santa Barbara Amorphous-15 (SBA-15), um suporte parcialmente
hidrofébico, com caracteristicas importantes no que se refere a alta estabilidade térmica
e mecanica desse material. Dessa forma, biocatalisadores heterogéneos foram preparados
por meio da adsor¢do da TLL em SBA-15 ndo calcinado (biocatalisador SBANC-TLL) e
calcinado (biocatalisador SBAC-TLL), utilizando fluoreto de amdnio como expansor de
poros para facilitar a imobilizacdo da TLL. Com uma carga enzimatica de 1 mg/g, foram

alcancados elevados rendimentos de imobilizagdo (> 90%) e atividades recuperadas



(>80% para SBANC-TLL e =70% para SBAC-TLL). Ao aumentar a carga enzimatica
para 5 mg/g, o rendimento de imobilizagdo do SBANC-TLL foi de =80% e uma atividade
recuperada de =50%, enquanto o SBAC-TLL teve um rendimento de ~100% e uma
atividade recuperada de =36%. A reticulagdo com glutaraldeido (GA) foi realizada para
melhorar a estabilidade (SBANC-TLL-GA e SBAC-TLL-GA). Embora o SBAC-TLL-
GA tenha perdido 25% da atividade inicial apds modificagdes com GA, exibiu a maior
estabilidade térmica (ti12= 5,7 h a 65 °C), quando comparado ao SBAC-TLL (ti»= 12
min) e a enzima solavel (ti2 = 36 min), e estabilidade operacional (reteve 100% de
atividade apds 5 ciclos). Os biocatalisadores SBAC-TLL e SBAC-TLL-GA apresentaram
elevada estabilidade de armazenamento (4 °C; 90 dias), pois retiveram 100% da atividade
inicial por 30 dias. Estes resultados destacam o potencial do SBA-15 como suporte
enzimatico e a eficacia do protocolo de reticulagdo com GA no aumento da estabilidade,
com implicagdes para aplicagdes industriais nos setores alimenticio, quimico e

farmacéutico.

Palavras-chave: lipase de Thermomyces lanuginosus; biocatalisador heterogéneo; SBA-

15; SBA-15 nao calcinado; SBA-15 calcinado; glutaraldeido; crosslinking.



ABSTRACT

Lipases play a crucial role in the growth of the bioprocess industry, thanks to their
versatile applications in catalyzing a wide range of reactions, such as hydrolysis,
esterification of oils and fats, and interesterification reactions. This great versatility makes
lipases suitable for use in several areas, including food, biomedicine, cosmetics,
biosensors, beverages, detergents, paper, leather and fuels. However, soluble enzymes are
unstable under operating conditions and difficult to separate from the reaction medium,
which can result in protein contamination of the final product. To overcome these
challenges, our research group has studied several enzyme immobilization systems, using
a variety of materials as supports. Enzyme immobilization is extremely advantageous, as
it offers better process control, allowing reuse, ease of separation of the reaction medium,
in addition to potentially improving the properties of the enzyme (stability, activity,
selectivity or specificity) and reducing the effects of inhibitors. Thus, the disadvantages
of using enzymes in their free form are overcome through immobilization, making it a
valuable technique to improve the application of enzymes at an industrial level. Lipases
have a common property: in a homogeneous medium, they have their active center
isolated from the medium by a polypeptide chain called a lid. In contact with hydrophobic
surfaces, this lid moves and exposes the active site to the reaction medium, providing
adsorption of the lipase in the open form, so that there may be an increase in enzymatic
activity after immobilization, enabling an increase in the efficiency of the process.
Therefore, Thermomyces lanuginosus lipase (TLL) has a large lid and can provide the
advantages mentioned above. Therefore, this work proposes to study the production of
heterogeneous, active and stable biocatalysts, by immobilizing the lipase TLL on
mesoporous silica of the Santa Barbara Amorphous-15 type (SBA-15), a partially
hydrophobic support, with important characteristics in terms of refers to the high thermal
and mechanical stability of this material. In this way, heterogeneous biocatalysts were
prepared by adsorption of TLL lipase onto uncalcined (SBAUC-TLL biocatalyst) and
calcined (SBAC-TLL biocatalyst) SBA-15, using ammonium fluoride as a pore expander
to facilitate TLL immobilization. At an enzyme load of 1 mg/g, high immobilization
yields (>90%) and recovered activities (>80% for SBAUC-TLL and ~70% for SBAC-
TLL) were achieved. When increasing the enzyme load to 5 mg/g, the immobilization

yield of SBAUC-TLL was #80% and a recovered activity of *50%, while SBAC-TLL



had a yield of #100% and a recovered activity of #36%. Crosslinking with glutaraldehyde
(GA) was conducted to improve stability (SBAUC-TLL-GA and SBAC-TLL-GA).
Although SBAC-TLL-GA lost 25% of initial activity after GA modifications, it exhibited
the highest thermal stability (ti» = 5.7 h at 65 °C), when compared to SBAC-TLL (ti2=
12 min) and the soluble enzyme (ti,2 = 36 min), and operational stability (retained 100%
activity after 5 cycles). The SBAC-TLL and SBAC-TLL-GA biocatalysts presented high
storage stability (4 °C; 90 days) since they retained 100% of initial activity for 30 days.
These results highlight SBA-15's potential as an enzyme support and the protocol's
efficacy in enhancing stability, with implications for industrial applications in the food,

chemical, and pharmaceutical sectors.

Keywords: Thermomyces lanuginosus lipase; heterogeneous biocatalyst; SBA-15;
uncalcined SBA-15; calcined SBA-15; glutaraldehyde; crosslinking.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as pesquisas sobre a aplicagdo de enzimas em diversos
processos biotecnoldgicos de interesse industrial tém aumentado (ALMEIDA et al.,
2021). Esses estudos abrangem areas como a industria alimenticia, para producdo de
sabor e fragrancia em formulagdes de alimentos e bebidas (FILHO; SILVA; GUIDINI,
2019; MAGHRABY et al., 2023); na industria de biossensores, que podem ser usados
para detectar poluentes ambientais como pesticidas ou para controlar a qualidade dos
alimentos como a presenga de triacilglicerois (FILHO; SILVA; GUIDINI, 2019); para
producao de biocombustiveis, como o biodiesel, uma fonte de energia renovavel
alternativa aos combustiveis fosseis (FILHO; SILVA; GUIDINI, 2019); na industria de
detergentes, para a remog¢ao de manchas que produtos quimicos comuns ndo conseguem
remover (AN et al., 2014); no tratamento de efluentes industriais de processamento de
alimentos, té€xteis, papel, curtumes e industrias automotivas (FILHO; SILVA; GUIDINI,
2019) entre outros. As enzimas sdo biocatalisadores naturais, € ambientalmente
sustentaveis (COSTA et al., 2023; SHELDON; WOODLEY, 2018). Dentre as enzimas,
as lipases se destacam devido sua contribuigdo para o desenvolvimento de muitas
industrias de bioprocessos, ocupando a terceira posicdo entre as enzimas mais
comercializadas no mundo, ficando atras apenas das proteases e das amilases
(CARVALHO et al., 2017, CAVALCANTTI et al., 2022). As lipases (triacilglicerol
hidrolases, EC 3.1.1.3) tém a funcao de catalisar a hidrélise de ligagdes ésteres e também
podem ser aplicadas em uma ampla gama de reagdes, como esterificacdo,
interesterificagdo, transesterificacdo, alcoolise, entre outras (MONTEIRO et al., 2019).
Essa versatilidade possibilita a aplicacao de lipases em diversas areas: alimenticia, de
produtos farmacéuticos, cosmética, biomédica, biossensores, de formulagdes de
detergentes, fabricagdo de papel, couro e biocombustiveis, entre outras (ALCANTARA
et al.,, 2022; ALMEIDA et al., 2021). As lipases sdo utilizadas na producdo de
emulsificantes, aromas, fragrancias, termoplasticos e agroquimicos. Além disso, essas
enzimas tém aplicagcdes na extracdo de gorduras de produtos lacteos, como queijos e
iogurtes, na remoc¢ao de impurezas do algodao antes de seu processamento e tingimento,
na extracdo de gorduras e seus derivados durante a fabricacdo de couro. As aplicacdes
das lipases abrangem produtos amplamente utilizados em nosso cotidiano (MAGHRABY

et al., 2023).
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Dentre as lipases, a lipase de 7. lanuginosus (TLL) ¢ uma das mais utilizadas na
industria (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; SILVA et al., 2023). A TLL ¢ uma lipase
termoestavel que se destaca por sua elevada eficiéncia catalitica, além de apresentar
enantiosseletividade e enantioespecificidade estrita. Ela pode ser utilizada em uma ampla
gama de aplicagdes, incluindo a modificacdo de o6leos e gorduras para a produgdo de
alimentos mais saudaveis, a fabricagdo de biodiesel, o tratamento de aguas residuais, entre
outras (BEZERRA et al., 2020; CAVALCANTI et al., 2022; SILVA et al., 2023). A TLL
possui formato quase esférico (35 A x 45 A x 50 A), com 269 amino4cidos em sua
estrutura (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). O sitio ativo da TLL inclui a triade
catalitica serina-histidina-aspartato (SER146, ASP201, HIS258) (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010). Além disso, a massa molecular, a faixa 6tima de temperatura € o
ponto isoelétrico da TLL sdo 31,7 kDa, 55-60 °C e 4,4, respectivamente (CAVALCANTI
etal., 2022; SILVA et al., 2023). No entanto, esta enzima soluvel ¢ instdvel em condi¢des
operacionais e dificil de recuperar e reutilizar. Nesse sentido, processos de imobilizacao
estdo sendo desenvolvidos para superar essas dificuldades (DA ROCHA et al., 2022a;
SILVA et al., 2023).

Se bem planejadas e executadas, as estratégias de imobilizagdo podem melhorar
propriedades enzimaticas importantes, como estabilidade, seletividade, atividade,
especificidade, pureza e resisténcia a inibidores (DA ROCHA et al., 2022b). Além disso,
enzimas imobilizadas podem ser utilizadas em diversos projetos de reatores € em
processos continuos, tornando o processo economicamente viavel (BASSO; SERBAN,
2019). Por outro lado, a imobilizagao também apresenta muitos desafios, uma vez que a
enzima deve estar suficientemente ativa e estavel apds a imobilizagdo para ser reutilizada.
Portanto, a estratégia de imobilizacdo deve ser bem desenhada, considerando a enzima, o
suporte, as condi¢gdes de imobiliza¢dao e a reagao de aplicacdo do biocatalisador apos a
imobilizacdo, para minimizar alguns problemas; o mais frequente ¢ uma diminui¢do na
atividade enzimatica.

Estudos recentes tém apontado a inativacdo de enzimas durante a imobilizacao
devido a interagdo com regides desnaturantes do suporte, os chamados “hotspots”,
causados por grupos quimicos na superficie do material (CHAPARRO et al., 2021). Além
disso, outros fatores podem diminuir a atividade enzimatica durante e/ou apds a
imobilizacdo, como a desativacdo de lipases soltiveis devido as condi¢des operacionais

de imobilizagdo (principalmente se a imobilizagdo for realizada em pH > 9,0) (GODOY,
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2017), problemas de difusdo (DOS SANTOS et al., 2022), aumento da rigidez enzimatica
devido a imobilizagdo covalente multipontual (esta ultima frequentemente pode aumentar
a estabilidade enzimatica) (MENDES et al., 2011; RODRIGUES et al., 2021), entre
outros.

Uma estratégia utilizada para imobilizagdo enzimatica ¢ a adsorcao fisica. Esta
técnica envolve a interagdo direta da enzima ao suporte através de interagdes iOnicas e
hidrofobicas, que ¢ uma abordagem econdmica e facil de aplicar, produzindo alta
atividade enzimatica. Ao contrario da imobilizagdao covalente, a adsorcao fisica tende a
preservar a estrutura 3D da enzima (DE SOUZA et al., 2020; REIS et al., 2019). Esta ¢
uma técnica bastante flexivel, e por esse motivo, muito utilizada (FUENTES et al., 2004).

As lipases possuem uma propriedade unica (mecanismo de ativagdo interfacial)
que esta intimamente relacionada a ativagdo interfacial, que pode ser explorada para
imobiliza-la por adsor¢cdo (CIPOLATTI et al., 2021). Essa ativacao ocorre quando as
lipases entram em contato com superficies hidrofobicas, como substratos ou suportes.
Como resultado, a tampa que cobre o sitio ativo da lipase se move € o expde ao meio
reacional, levando a adsor¢do da lipase na forma aberta. Este mecanismo muitas vezes
promove o aumento da atividade enzimatica apds a imobilizagao demonstrando melhorias
quanto a eficiéncia do processo (SILVA et al., 2023). Ademais, estudos demonstraram
que a forma adsorvida da lipase tende a ser relativamente estavel, em comparagdo com
outros métodos de imobilizagdao, desde que o equilibrio conformacional seja mantido
(PALOMO et al., 2002; RODRIGUES et al., 2019). Nesse contexto, a literatura reporta
que a TLL possui uma grande cadeia polipeptidica que cobre o sitio ativo da enzima
(SILVA et al.,, 2023). Os aminoacidos referentes a esta tampa movel sdo de 86 a 93 na
estrutura primaria da lipase (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; SILVA et al., 2023).
Portanto, € possivel proporcionar um aumento significativo na atividade enzimatica e na
estabilidade ap6s a imobilizacdo, movendo esta grande tampa da TLL quando em contato
com suportes hidrofobicos.

No entanto, a principal desvantagem da imobilizagdo por adsorcdo fisica ¢ a
liberagdo da enzima do suporte devido a interacdo intrinsecamente fraca (RAFIEE;
REZAEE, 2021). No caso da imobilizagdo em suportes hidrofobicos, a dessor¢cao da
enzima pode ocorrer durante a operagdo, principalmente devido a presenca de compostos
de natureza detergente no meio reacional (RIOS et al., 2019a). Para solucionar esse

problema e manter as vantagens dessa estratégia de imobilizagdo, a modificacdo quimica



22

apos a imobilizagdo ¢ uma opgao a ser utilizada (RIOS et al., 2019b; SILVA et al., 2023).
O glutaraldeido (GA) ¢ um reagente quimico capaz de modificar quimicamente 0s grupos
amino da enzima, produzindo ligacdes covalentes e dificultando a dessor¢ao da enzima
do suporte (PINHEIRO et al, 2023; RODRIGUES; BERENGUER-MURCIA;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011; RUEDA et al., 2016; SILVA et al., 2023).
Diferentes suportes podem ser utilizados no processo de adsor¢do de enzimas.
Dentre eles, o SBA-15 ¢ uma silica mesoporosa com importantes requisitos técnicos e
ambientais (RIOS et al., 2016). Adicionalmente, essa silica mesoporosa possui estrutura
inerte, atdxica e altamente biocompativel, além de possuir elevada area superficial e
extenso volume de poros, que se organizam paralelamente e combinados entre micro e
mesoporos (RIOS et al., 2022). Este suporte também apresenta grupos quimicos (OH) em
sua superficie que proporcionam interacdes com as enzimas. A possibilidade de ajustar
as propriedades do SBA-15 durante a sintese foi utilizada neste trabalho com a adigao de
fluoreto de amonio, produzindo um suporte a base de silica com poros expandidos e
canais mais curtos para facilitar a imobilizacdo da TLL dentro dos poros do SBA-15.
Assim, embora a imobilizacdo enzimatica esteja em desenvolvimento desde 1960,
ainda hd muito a ser explorado e melhorado nos protocolos de producao de
biocatalisadores industriais (BOLIVAR; WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE,
2022). Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa (GPBio - Grupo de Pesquisa e
Desenvolvimento de Processos Biotecnoldgico) desenvolveu estudos utilizando SBA-15
como suporte para a imobilizagdo da lipase B recombinante de Candida antarctica e
lipase de Yarrowia lipolytica, obtendo resultados significativos (CIPOLATTI etal., 2021;
RIOS et al., 2016, 2018, 2022). Como o SBA-15 tem se mostrado promissor para
imobilizacdo enzimatica, este trabalho tem como objetivo estudar a imobilizacdo da lipase
de T. lanuginosus (TLL) neste suporte. A Figura 1 mostra uma representacao esquematica
do processo de imobiliza¢ao que sera abordado neste estudo. Neste sentido, ¢ importante
ressaltar que esta abordagem que inclui a comparacao detalhada do suporte SBA-15 nao
calcinado (SBANC) e calcinado (SBAC) no processo de imobilizagdo ainda ndo foi
relatada na literatura. A Figura 1 também demonstra a presenca do plurénico P123 no
material ndo calcinado. Este agente de natureza surfactante nao idnica serd utilizado neste
trabalho na sintese do SBA-15, atuando como um molde direcionador de estrutura,
promovendo a formacdo de canais bem definidos e poros ordenados no material

(MAGNER, 2013). Sua remogao total ocorre apos a etapa de lavagem e calcinacdo, nas
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condi¢des apresentadas na se¢do métodos, € esses canais € poros permanecem
estruturados.

Figura 1 - Representagdes dos biocatalisadores obtidos através da imobilizagdo da TLL
em SBA-15. Suporte SBA-15 em cinza (SBANC: ndo calcinado; SBAC: calcinado),

surfactante P123 em laranja, TLL em verde, glutaraldeido em azul.

B e L LTTT LRI
"} SBANC SBANC-TLL SBANC-TLL-GLU :
Glutaraldeido
X z
SUPORTE SBANC i
- Surfactanie:

) E E‘ a
SUPORTE SBAC

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Este trabalho avaliou a produgdo de biocatalisadores heterogéneos, ativos e
estaveis, pela imobilizacdo da lipase 7. lanuginosus (TLL) na silica mesoporosa do tipo

Santa Barbara Amorphous-15 (SBA-15) na forma nao calcinada e calcinada.

1.1.2 Objetivos especificos

e Sintetizar o suporte SBA-15, com adi¢@o de fluoreto de amonio, possibilitando
imobilizar a lipase TLL dentro do poro;

e (Caracterizar o suporte por técnicas quimicas e fisicas (isotermas de adsor¢ao/dessor¢ao
de N> a 77 K, espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e

ressonancia magnética nuclear (RMN)) antes e ap6s calcinacao;
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Avaliar a imobiliza¢do da TLL por adsor¢ao no SBA-15 calcinado e ndo calcinado,
estudando o tempo de contato enzima-suporte;

Caracterizar os biocatalisadores obtidos quanto a atividade e estabilidade térmica;
bem como avaliar o FTIR e RMN;

Avaliar o efeito da reticulagdo dos biocatalisadores heterogéneos com glutaraldeido
(GA) na atividade, estabilidade térmica, operacional e de estocagem dos
biocatalisadores imobilizados;

Verificar a dessor¢do enzimatica utilizando o surfactante Brometo de
Cetiltrimetilamonio (CTAB);

Aplicar os biocatalisadores heterogéneos em reciclos de reagdes modelo de hidrdlise.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lipases

As enzimas apresentam grande potencial como biocatalisadores na area industrial
(LIMA et al., 2022). Atualmente, sdo bastante comercializadas e aplicadas em diversos
processos de interesse biotecnoldégico (CAVALCANTI et al., 2022). De acordo com
Almeida e colaboradores (2021), o mercado de enzimas, avaliado em 2019 em US$ 9,9
bilhdes, tende a crescer anualmente 7,1% de 2020 a 2027. Tal valorizacdo esta
relacionada ao fato de os biocatalisadores enzimaticos apresentarem alta atividade e
estabilidade em wuma ampla gama de meios de reacdo, alta seletividade,
regioespecificidade, estereoespecificidade e nao toxicidade, além de poderem operar em
condi¢des amenas de temperatura e pH em comparacdo com catalisadores quimicos
(ALMEIDA et al., 2021; ARANA-PENA et al., 2020b).

Além disso, a transi¢do para a biocatalise em detrimento da catalise quimica
convencional ¢ um aspecto importante a ser considerado (BOUDRANT; WOODLEY;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2020). Dessa forma, considerando o tipo de catalisador
utilizado, as enzimas sao obtidas de fontes renovaveis de facil acesso, sdo biodegradaveis
e, geralmente, seu uso evita a necessidade de metais toxicos e caros, além de utilizar rotas
sintéticas mais econdOmicas, gerando também menos residuos do que os processos
convencionais (ARANA-PENA et al., 2020b; SHELDON; WOODLEY, 2018). Dessa
forma, o uso de enzimas como biocatalisadores industriais ¢ uma alternativa promissora
comparada a quimica industrial convencional (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; GUO
et al., 2018).

Entre as enzimas mais utilizadas, as lipases ganharam uma importante
predominancia, de modo que representam a terceira classe de enzimas mais vendida no
mundo (CAVALCANTI et al., 2022); sendo talvez o exemplo mais estudado de enzimas
com aplicagdo em bioprocessos (ALMEIDA et al., 2021).

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, EC 3.1.1.3-IUPAC) pertencem a classe
da serina hidrolase da superfamilia o/B-hidrolase cuja fungdo bioldgica consiste em
catalisar a hidrolise de 6leos e gorduras (DE OLIVEIRA et al., 2018; MONTEIRO et al.,
2019); e contém a triade de aminoécidos caracteristica de serina, histidina e aspartato no

sitio ativo (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010)
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Também ¢ importante ressaltar que as lipases apresentam um mecanismo
catalitico conhecido como ativagao interfacial, atuando na superficie de 6leos e gorduras,
de modo que essas enzimas sdo normalmente encontradas em sua forma fechada, com o
sitio ativo recoberto por uma cadeia proteica conhecida como “tampa”, que isola o centro
ativo do meio. Essa tampa ¢ aberta ou movida para expor o sitio ativo, tornando-o
fortemente adsorvido quando a lipase entra em contato com uma superficie hidrofobica,
facilitando a interagdo com o substrato (BROCCA et al., 2003; HERNANDEZ;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011; YAACOB et al., 2016), como observado na Figura
2.

Esse mecanismo pode aumentar a atividade das lipases, uma vez que se trata da
forma ativa da enzima. No entanto, a lipase permanece preferencialmente na forma
fechada em meio homogéneo salino, visto que a bolsa hidrofobica ¢ instavel nessas
condi¢cdes, mas a forma fechada estd em equilibrio com a forma aberta da lipase
(ALMEIDA etal., 2021). O movimento da tampa, durante a catalise, reflete em mudangas
em toda a estrutura da enzima. A flexibilidade do sitio ativo das lipases as torna
extremamente sensiveis a qualquer mudanga nas condigdes experimentais, permitindo
modificar consideravelmente suas propriedades sem prejudicar sua atividade (MATEO

et al., 2007).
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Figura 2 - Representagdo esquematica do mecanismo de ativagdo interfacial da lipase,
mostrando a transi¢ao da forma fechada para a forma aberta quando em contato com uma

superficie hidrofobica.

Lipase Lipase
— \
 —
Forma fechada l Forma aberta
| Superficie
hidrofobica

Fonte: Silva (2023).

As lipases podem catalisar uma ampla gama de reagdes, embora sejam mais
comumente usadas para hidrdlise e esterificacdo de dleos e gorduras, também catalisam
reagoes de interesterificacao, transesterificacdo , alcoolise , acidolise, aminolise e
epoxidacdes (DE OLIVEIRA et al., 2018; ZHANG et al., 2013). A grande versatilidade
das lipases as torna adequadas para diversas aplicacdes, em diversas areas, como
alimentos, biomédico, cosmético, biossensor, bebidas, biodegradagdo, quimica, polimero,
detergente, papel, couro e combustiveis, além de serem usadas na produgdo de biodiesel,

¢ésteres de sabor e lipidios estruturados, entre outros (ALMEIDA et al., 2021).

2.1.1 Aplicagoes das lipases

As lipases contribuem extensivamente para o crescimento da industria de
bioprocessos, devido as suas versateis aplicacdes na catalisacdo de ampla gama de reagdes
envolvidas, principalmente no bioprocessamento de matérias-primas ou na sintese de
produtos quimicos organicos (MALDONADO; MACEDO; RODRIGUES, 2014). Este
bioprocesso funciona sob condi¢gdes brandas e permite o uso de matérias-primas contendo

grandes quantidades de 4cidos graxos livres (ATADASHI et al., 2013).


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1359511321002981?via%3Dihub#bib0100
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1359511321002981?via%3Dihub#bib0090
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As lipases estdo entre as enzimas mais uteis e sdo amplamente utilizadas em
numerosos processos biossintéticos industriais, como mencionado anteriormente. Nas
industrias de alimentos e laticinios, as lipases de fungos tém sido usadas com sucesso
como catalisadores para liberar acidos graxos em produtos alimenticios pela hidrdlise
seletiva e interesterificacdo de gorduras e 6leos (SARMAH et al., 2018). Além disso, as
lipases sdo desejaveis para a producdo de sabores em queijo, para acelerar a lipolise da
manteiga, gorduras e cremes (SAE-LEAW; BENJAKUL, 2018), bem como para para
modifica¢do e decomposicao de biomateriais complexos e, para facilitar a remocao de
gordura da carne e dos produtos da pesca (ARAVINDAN; ANBUMATHI;
VIRUTHAGIRI, 2007). As lipases sao usadas também para melhorar o teor de sabor dos
produtos de padaria, liberando 4cidos graxos de cadeia curta através de esterificacdo e,
para prolongar a vida de prateleira dos produtos de panificagdo (ADRIO; DEMAIN,
2014). Também apresentam aplicacOes extensivas na industria de laticinios, pois
desempenham um papel importante na catalise da hidroélise da gordura do leite, sintese de
vinhos, alimentos cozidos, emulsificantes, suplementos e produtos lacteos (TAMBE et
al., 2015).

O uso de enzimas em formulacdes de detergentes também ¢ bastante comum
atualmente. Muitos produtos detergentes para lavagem de roupas contém coquetéis de
enzimas, incluindo as lipases, devido a sua capacidade de hidrolisar as gorduras
(SHARMA; SHARMA; SHUKLA, 2011).

Na industria téxtil as lipases sdo amplamente utilizadas para melhorar o
processamento auxiliando na remoc¢do de lubrificantes, produzindo tecidos mais
absorventes e reduzindo a frequéncia de estrias e rachaduras em tecidos, como o denim
(ROWE, 1999).

O nivel de lipases no soro sangiiineo pode ser usado como uma ferramenta
diagnodstica para detectar condi¢cdes como pancreatite aguda e lesdo pancreatica
(HOFMEYR; MEYER; WARREN, 2014). As lipases desempenham um papel
importante na modificacdo de monoglicerideos para uso em emulsificantes em aplicagdes
farmacéuticas (SARMAH et al., 2018).

O biodiesel pode ser sintetizado por abordagens quimio-cataliticas,
termocataliticas e biocataliticas, nas quais o ultimo emprega lipases como
biocatalisadores e a reagdo de transesterificagdo catalisada por lipase tem lugar entre um

lipido e um alcool de cadeia curta para produzir um éster de glicerol. Também podem ser
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utilizadas como biocatalisadores para a conversdo do glicerol residual da industria do
biodiesel em lipidios estruturados como os monoacilglicerdis e diacilglicerois de alto
valor agregado, através de sua glicerdlise enzimatica (VALERIO et al., 2010). O glicerol
¢ uma matéria-prima renovavel, versatil, que pode ser aplicado usada principalmente na
industria quimica, como umectante em doces, bolos, carnes ¢ queijos, € também como
solvente, adogante e conservante em bebidas e alimentos, dando sabor e cor a alimentos
e refrigerantes (MONTEIRO et al., 2018).

As lipases apresentam um amplo potencial de aplicag@o na industria de cosméticos
e perfumaria, demonstrando atividades significativas em surfactantes e na sintese de
aromas. A producdo de diversos surfactantes, incluindo aqueles baseados em
monoacilglicerdis e diacilglicerois, € realizada por meio da transesterificagdo catalisada
por lipase e pela resolugio de intermediarios racémicos (BRABCOVA et al., 2013).
Destaca-se, neste contexto, a aplicacdo das lipases na producdo de ésteres aromaticos,
como o butirato de metila e o butirato de etila, amplamente utilizados na industria para
criar fragrancias de maga e abacaxi, respectivamente. O processo enzimatico permite a
sintese de ésteres enantiomericamente puros em condigdes de temperatura amena ¢ pH
neutro, resultando em produtos de alta qualidade e sendo reconhecido pela industria como
um método natural.

Além das aplicacdes citadas anteriormente, as lipases também possuem aplicagdes
na area farmacéutica e tem comprovado extensivamente sua utilidade significativa como
uma ferramenta versatil na sintese de compostos enantiomericamente puros de grande
relevancia, consolidando-se como as enzimas mais empregadas nos processos industriais
ao longo das ultimas décadas (DE MATTOS et al., 2015). Foram conduzidas pesquisas a
partir da resolucdo cinética enzimdtica do indanol racémico via acilagcdo, empregando a
lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada em immobead-150. Além disso,
alcangou-se uma N-acetilacdo seletiva do (1S, 2R) -1-amino-2-indanol por meio da lipase
B de Candida antarctica expressa em Aspergillus niger imobilizada, resultando em um
elevado excesso enantiomérico (SOUZA et al., 2016).

Dentre as lipases mais utilizadas e uma das mais bem estudadas, destaca-se a
lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL), com atuacdo em diversos setores industriais
(indtstria de biodiesel, detergentes, alimenticia, farmacéutica, biolubrificantes, entre

outras) (CAVALCANTT et al., 2022; SILVA et al., 2023).
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2.1.2 Lipase de Thermomyces lanuginosus

A enzima lipase de Thermomyces lanuginosus (TLL), anteriormente conhecida
como Humicola lanuginosa, ¢ derivada de um fungo termofilico frequentemente
encontrado em detritos organicos auto aquecidos. Esse fungo demonstra um 6timo
crescimento em temperaturas que atingem até 60°C, sendo incapaz de se desenvolver em
condi¢des abaixo de 20°C. Além disso, destaca-se por produzir enzimas mais
termoestaveis em comparagdo com microrganismos mes6filos (SINGH; MADLALA;
PRIOR, 2003). A lipase de Thermomyces lanuginosus € uma proteina de cadeia simples
que possui um total de 269 aminoacidos, com peso molecular de 31,7 kDa e ponto
isoelétrico 4,4 (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). Esta enzima possui uma faixa ideal
de temperatura, mantendo atividade entre 55°C e 60 °C (FERNANDES et al., 2004), com
o maximo de atividade em torno do pH 9 (RODRIGUES et al., 2009). Sua estrutura possui
uma forma aproximadamente esférica, com tamanho de 35 A x 45 A x 50 A, contendo
oito fitas centrais, predominantemente folhas betas paralelas com cinco alfa-hélices
interconectadas (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010), como mostrado na Figura 3. A
enzima apresenta uma tampa maével constituida pelos aminoacidos 86 a 93, a qual cobre
o sitio ativo, incluindo um dos quatro residuos de Trp da TLL, especificamente o residuo
Trp-89. Estudos conduzidos por Holmquist e colaboradores (1995) demonstraram a
extrema importancia desse residuo, Trp-89, para assegurar uma hidrolise eficiente. O sitio
ativo da TLL ¢ composto pela triade catalitica Ser-His-Asp, localizada nas posi¢des 146,

258 e 201, respectivamente (HOLMQUIST et al., 1995) (Figura 3).
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Figura 3 - Estrutura tridimensional da lipase de Thermomyces lanuginosus, destacando a

tampa em amarelo e o sitio ativo em vermelho. (Cédigo PDB: 1DT3).

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A lipase de Thermomyces lanuginosus, assim como outras lipases, realiza a
catalise por meio do mecanismo de ativagdo interfacial. Esta enzima ¢ uma das lipases
com maior propensdo a formar agregados bimoleculares. Essa caracteristica deve ser
levada em consideracao na analise das propriedades da TLL, uma vez que o monomero e
o dimero exibem distintas caracteristicas de seletividade, atividade e estabilidade

(FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).

E relevante abordar o impacto dos detergentes nas caracteristicas da TLL. Ao
empregar detergentes, ¢ possivel estabilizar a forma aberta da lipase e desfazer as
interagOes entre as enzimas, resultando na sua forma monomeérica, considerada mais ativa,
porém menos estavel. Essas observacdes podem justificar o aumento da atividade da TLL
na presenca de concentragdes moderadas de detergentes. No entanto, ¢ importante
salientar que, por outro lado, os detergentes também podem atuar como inibidores das

lipases, levando a inativagdo. Além disso, tém a capacidade de modular a especificidade
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dessa lipase (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007;
SILVA et al., 2023). Portanto, quando utilizados adequadamente, os detergentes se
mostram como uma ferramenta que pode aprimorar as funcionalidades da TLL.

Semelhante a maioria das enzimas, a TLL demanda uma imobilizagdo prévia para
ser aplicada na industria. Portanto, o processo de imobilizacdo dessa enzima tem sido
extensivamente investigado, embora ji exista uma preparacdo imobilizada de TLL
amplamente empregada comercialmente pela empresa Novozymes, abrangendo diversas
aplicacdoes (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; PENG et al., 2002).

Apesar de a TLL ja demonstrar consideravel estabilidade em uma grande
diversidade de meios reacionais, aprimorar ainda mais essa caracteristica pode ser crucial

para ampliar suas aplicagdes.
2.2 Imobilizagao das lipases

As lipases frequentemente requerem melhorias para serem empregadas como
biocatalisadores, devido apresentarem propriedades indesejaveis em sua forma livre,
como a solubilidade em agua. Isso dificulta e encarece o isolamento, recuperagdo e
purificacao para uso unico (GUPTA; BHATTACHARYA; MURTHY, 2013). Essas
limitagdes das enzimas livres podem ser superadas por meio de sua imobilizagdo, uma
técnica util para aprimorar a aplicacio de enzimas em nivel industrial (YUCEL, 2012).
Essa estratégia ndo apenas eleva a estabilidade da enzima, mas também reduz os custos
do processo reacional. Adicionalmente, ¢ possivel aprimorar a estabilidade operacional
da enzima, diminuir a presenga de inibidores e viabilizar a reutilizagdo do biocatalisador,
facilitando a implementagdo de processos continuos e a separacao eficiente da lipase do
meio reacional. Esses beneficios tornam o processo economicamente viavel (PINHEIRO
et al., 2019).

Segundo Katchalski-Katzir e Kraemer (2000), a enzima imobilizada se refere a
um sistema ou preparacdo em que a enzima ¢ fisicamente confinada em uma regido do
espago, mantendo suas atividades cataliticas e possibilitando seu uso repetido e continuo
(KATCHALSKI-KATZIR; KRAEMER, 2000). A ativagdo interfacial de lipases em
superficies hidrofobicas tem sido empregada para a imobilizag¢ao de diversas lipases, um
processo que envolve a forma aberta da lipase (MANOEL et al., 2015).

Existem diferentes métodos para imobilizar lipases, sendo essencial que se

baseiem em condi¢des quimicas moderadas, considerando pH, temperatura e pressao.



33

Além disso, a eficacia do método depende da ampla area superficial da matriz (que
influencia a interacdo com a enzima), da estabilidade quimica no meio reacional e da alta
carga de lipase. No contexto de aplicagdes industriais, ¢ preferivel uma matriz
imobilizada que seja robusta tanto quimicamente quanto mecanicamente (WYSOCKI;
EAWRYNCZUK, 2015). O método adequado deve ter a capacidade de minimizar as
barreiras para o transporte de massa de substrato e produto, sendo que a eficiéncia da
matriz imobilizada naturalmente varia de acordo com as aplicagdes especificas almejadas.

Os métodos de imobilizagdo mais utilizados sdo a adsor¢do fisica e a ligagao

covalente. Ambos serdo abordados no presente estudo e comentados a seguir.

2.2.1 Imobilizagdo por adsor¢io

A significativa vantagem da imobiliza¢do por adsorcdo estd relacionada ao fato
deste método ser um processo de baixo custo, quando comparado as demais técnicas de
imobilizacdo, sem a necessidade de agentes quimicos para modificar o suporte e torna-lo
apto para a imobiliza¢cdo da enzima. Esta técnica ¢ considerada a mais simples entre todas
as abordagens. Além disso, os métodos de adsor¢do sao bastante diretos e nao
comprometem a atividade enzimatica. A adsor¢do de uma enzima em um suporte pode
ser feita por diferentes interagdes fisicas, como hidrofdbica, troca idnica, ligagao de
hidrogénio e forcas de van der Waals (ALMEIDA et al., 2021). A imobilizacao por
adsor¢do pode ser reversivel, o que ¢ um ponto atrativo diante da possibilidade de
reutilizagao do suporte (REIS et al., 2019). A imobilizacao por interagdes de troca idnica
depende fortemente do pH do meio e do ponto isoelétrico da enzima. Durante a
imobilizacdo, a adsor¢do de uma segunda camada pode ocorrer no topo da primeira
camada enzimatica, resultando em constru¢des de multicamadas (DE OLIVEIRA et al.,
2021).

Uma desvantagem deste método ¢ a facil liberagdo da enzima do suporte devido
a interacdes intrinsecamente frageis. Contudo, imobilizagdes de enzimas em suportes
hidrofobicos podem estabelecer interagdes mais robustas, superando essa limitacdo
(OLIVEIRA et al., 2021; REIS et al., 2019)

Em geral, este protocolo provoca pequenas alteragdes conformacionais na enzima
devido a fraca ligagdo e possibilita a recuperacdo do suporte apos a inativacdo de
proteinas, uma vez que a enzima pode ser dessorvida no final do ciclo (MATEO et al.,

2007).
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2.2.2 Imobilizagdo por ligacdo covalente

Essa técnica ¢ amplamente utilizada, mas sua execugdo pode ser desafiadora, uma
vez que alguns suportes demandam alguma forma de ativacao (GARCIA-GALAN et al.,
2011). Além disso, a composicao, o tamanho e forma do suporte, a natureza do método
de acoplamento e as condi¢des durante o acoplamento, sdo fatores criticos que podem
impactar o processo de imobilizacdo (RAFIEE; REZAEE, 2021).

De acordo com Rafiee e Rezaee (2021), primeiramente, os grupos funcionais das
enzimas sao adsorvidos e, em seguida, ligados covalentemente ao suporte,
proporcionando um aumento da estabilidade e na inibicao da liberagdo da enzima em
solucdes (RAFIEE; REZAEE, 2021). Biocatalisadores com atividades mais elevadas sdo
alcancados quando o centro ativo ndo participa do processo de ligagcdo ao suporte.

A formagao de ligagdes covalentes multiponto acontece quando a enzima ¢ unida
ao suporte através de diversas cadeias covalentes. Neste caso, ndo € possivel alterar as
posigoes relativas deste tipo de ligacdo por distancias superiores ao tamanho do brago
espacador (OLIVEIRA et al., 2021; RAFIEE; REZAEE, 2021). Essa caracteristica torna
essa técnica uma ferramenta poderosa para melhorar a rigidez enzimatica e,
consequentemente, sua estabilidade. Este método apresenta alta eficiéncia térmica e de
estabilidade operacional, em comparacdo com outras técnicas. Se a ligacdo covalente
multiponto for significativa, a estrutura da enzima se torna estavel e rigida, conferindo
protecao contra condi¢des extremas de pH, temperatura e a incubagdo em solventes
organicos. Dessa forma, a enzima nao ¢ dessorvida do suporte (RAFIEE; REZAEE, 2021;
SANTOS et al., 2015).

O processo de ligagdo entre a enzima e o suporte ¢ irreversivel, logo, ha um
rendimento de imobilizacao relativamente menor, quando comparada a outros métodos.
Essa técnica também pode levar a perda total ou parcial da atividade catalitica devido a
alteracdes morfoldgicas da proteina, induzida por multiplos pontos de fixacdo entre a
enzima e o suporte. Ligacdo covalente multiponto de enzimas pode ndo ser simples de
alcancar, mas ¢ uma das estratégias mais poderosas para estabilizacdo enzimatica
(RODRIGUES et al., 2013).

E essencial ressaltar que esse procedimento demanda a modificagio quimica da
superficie do suporte para obter grupos intermediarios reativos. Essa modificacdo ¢

realizada por meio de reagdes de ativacdo ou funcionaliza¢do do suporte, através do uso
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de diferentes agentes: glutaraldeido, divinilsulfona, glioxil (DE OLIVEIRA et al., 2018b;
DOS SANTOS et al., 2017; RIOS et al., 2016; SANTOS et al., 2015).

2.2.3 Reticulacdo em imobilizacdo enzimatica

A reticulag@o de enzimas previamente imobilizadas ¢ uma estratégia eficaz usada
para melhorar a estabilidade dos biocatalisadores imobilizados, visto que pode evitar a
liberacao de subunidades enzimaticas para o meio reacional (ABELLANAS-PEREZ et
al., 2023a; BARBOSA et al.,, 2014). Para isso, os agentes de reticulagdo devem
apresentar, preferencialmente, alta reatividade com os aminoacidos localizados na
superficie da enzima (COWAN; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011). A reticulacdo
quimica envolve uma reag¢ao que forma uma rede tridimensional entre a enzima, o suporte
e um agente quimico, conhecido como agente reticulador (ALAMSY AH et al., 2017). As
reticulagdes proteicas podem ocorrer entre grupos localizados em diferentes moléculas
de proteina, a chamada reticulacdo intermolecular, entre grupos localizados na mesma
molécula, a reticulagdo intramolecular, ou ainda entre subunidades de enzimas
multiméricas ou sistemas multienzimaticos, a chamada reticulagdo intersubunidades, ver
Figura 4 (ABELLANAS-PEREZ et al., 2023a; BARBOSA et al., 2014; RUEDA et al.,
2016).

Figura 4 — Representagdo esquemadtica das ligagdes quimicas entre diferentes grupos

funcionais da proteina, incluindo reticulagdo intramolecular, intermolecular e

intersubunidades.
Reticulagdo intramolecular Reticulagdo intermolecular Reticulagdo Inter subunidades
O Enzima N;l Gruporeative A~ ReticulagBo

Fonte: Adaptada de Rueda et al. (2016).

O glutaraldeido ¢ um agente reticulador frequentemente utilizado no
desenvolvimento de biocatalisadores, pois apresenta varias vantagens, como, alta

reatividade em diferentes partes das enzimas (grupos tiois, fenois, imidazois, aminas),
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podendo reagir rapidamente com grupos amina em pH 7, além do seu baixo custo,
disponibilidade e, por ser bastante eficiente na estabilizacdo (DE OLIVEIRA et al., 2021).
Diferentes estudos relataram tratar a enzima imobilizada com glutaraldeido
(ABELLANAS-PEREZ et al., 2023b; BARBOSA et al., 2014; GAO et al., 2010; KIM et
al., 2008; LEE et al., 2005; QIAN et al., 2023; SILVA et al., 2023).

Na maioria dos casos descritos na literatura, os tratamentos do biocatalisador
envolvendo glutaraldeido sdo realizados com biocatalisadores totalmente carregados de
proteinas. Nessas condi¢des, as enzimas estdo tdo proximas umas das outras que a
distancia entre elas esta dentro do alcance da reticulacao do glutaraldeido. Além disso, se
dois grupos reativos estiverem convenientemente posicionados, pode ocorrer reticulagao
intermolecular (BARBOSA et al., 2014). As modificagdes intramoleculares (um ponto
ou reticulagdes) também podem ocorrer, refor¢ando os efeitos de estabilizacdo em alguns
casos.

Com relagdo a liberacao das enzimas, a reticulagdo proporciona a formagao de um
grande agregado enzimadtico, dessa forma agora passa a ser necessario liberar
simultaneamente todas as enzimas adsorvidas. A formacao desse agregado enzimatico faz
com que a “for¢a” da adsor¢do aumente exponencialmente com o tamanho do agregado.
Sendo assim, sob condi¢gdes onde as moléculas individuais seriam totalmente dessorvidas,
agora a enzima pode permanece totalmente adsorvida no suporte devido a formagao de
ligacdes fortes enzima-enzima (BARBOSA et al.,, 2014). Uma desvantagem desta
estratégia seria a de transformar um método de imobilizacao reversivel em um método
irreversivel, quando agregados muito grandes sao formados.

Os estudos de Lee et al. (2005) e Kim et al. (2008), mostraram que lipases foram
imobilizadas em silica mesoporosa SBA-15 por reticulacdo de enzimas adsorvidas,
resultando em agregados enzimaticos reticulados unidimensionais nos canais de poros
lineares do SBA-15. Esta abordagem se apresentou muito eficaz na prevencdo da
dessor¢do enzimatica e, consequentemente, na melhoria da estabilidade da enzima (KIM
et al., 2008; LEE et al., 2005).

Em outro exemplo, Gao e colaboradores (2010), também investigaram as
influéncias do método de reticulag@o na eficiéncia da imobilizagdo da lipase de Candida
rugosa em material mesoporoso SBA-15, para resolver o problema de lixiviagdo da
enzima adsorvida, utilizando quitosana e glutaraldeido como “unidade ponte” e “agente

de reticulagdo”, respectivamente, que realizaram a imobilizacdo de moléculas de lipase
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adsorvidas na superficie dos poros em uma camada semelhante a uma malha. As
atividades da lipase imobilizada foram muito superiores as da lipase livre e permaneceram
80,5% da atividade inicial ap6s 6 ciclos (GAO et al., 2010).

Em um trabalho mais recente, apresentado por Qian et al. (2023), a lipase B de
Candida antarctica foi imobilizada em nanoparticulas de silica por adsor¢do fisica e
depois reticulada com glutaraldeido para preparar lipase imobilizada reticulada. Os
resultados mostraram que a combinag¢do de adsorg¢do fisica e reticulacdo para imobilizar
a lipase ¢ um método barato e simples que pode melhorar a atividade e estabilidade da
lipase, podendo fornecer mais possibilidades para a industrializacao da lipase (QIAN et

al., 2023).

2.3 Suporte Santa Barbara Amorphous - 15 (SBA-15)

O suporte Santa Barbara Amorphous - 15 (SBA-15), material mesoporoso
ordenado (MMO), apresenta varias aplicagdes, como suporte para preparacao de
biocatalisadores, como adsorventes (ZHAO et al., 1998). Este material tem como fonte
precursora a silica, consistindo em uma matriz de 6xido de silicio. Sua utilizacdo ganhou
grande visibilidade devido a sua estrutura hexagonal, visto que o SBA-15 contém
mesoporos com arranjos hexagonais uniformes e paredes de silica espessas que
proporcionam uma alta estabilidade térmica e hidrotérmica, quando comparada a silica
mesoporosa convencional (MCM-41). Outras caracteristicas desse material se referem ao
tamanho do poro, com didmetro entre 2 ¢ 50 nm, ou seja, mesoporos de acordo com a
IUPAC (SING et al., 1985); eles apresentam microporos (tamanho dos poros < 2 nm),
de modo que, canais de mesoporos sao interconectados através desses microporos e, além
disso, possui uma significativa atividade quimica de superficie (VAN DER VOORT et
al., 1991), funcdo esta da concentracdo e distribuicdo de diferentes grupos silanol e
siloxano, na superficie solida (OJEDA—LOPEZ et al., 2015; ZHURAVLEYV, 2000). Os
grupos silanol podem modificar a superficie do sdlido para aplicagdes especificas, pois
permitem a ligagdo de varios compostos quimicos (CALLEJA et al., 2011).

O mecanismo de formagdo do SBA-15 envolve trés etapas e pode ser observado
na Figura 5. A primeira se refere a hidrolise-condensacdo de tipos de silicato
(Tetraetilortosilicato - TEOS) ao redor das micelas de surfactante, o copolimero tribloco
Plurénico P123 (PEO20PPO70PEO20). O P123 forma cristais liquidos sob condi¢des

adequadas de temperatura acima da sua concentragdo micelar critica. Em seguida, a
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consolidagdo da matriz s6lida em condigdes hidrotermais, visto que, a estrutura formada
serve como molde para a formacdo do material mesoporoso, através de um tratamento
com aquecimento. E, por fim, a calcinagdo do material para remover residuos do
surfactante, de modo que, uma estrutura mesoporosa permanece apds a remoc¢do do

mesmo.

Figura 5 — Esquema ilustrativo do processo de formacao da silica mesoporosa SBA-15,
mostrando as etapas de formacgao das micelas, condensacdo da fonte de silica ao redor das

micelas, e remog¢ao do surfactante para revelar a estrutura porosa.

Formacao das micelas

:
4
.- »
-

Condensagao da fonte
de silica

Remogio do surfactante

Fonte: Alves (2018).

Os materiais obtidos por esta via sao solidos mesoporosos com alta estabilidade
térmica e mecanica, apresentam uma facil acessibilidade a sua porosidade, bem como,
grupos silanol em sua superficie (a quantidade destes esta relacionada com a temperatura

de calcinacdo) (RIOS et al., 2022). A Figura 6 apresenta as caracteristicas do SBA-15.
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Figura 6 - Caracteristicas do SBA-15: a) arranjo hexagonal uniformes de mesoporos
cilindricos, b) rugosidade da superficie dos poros, c¢) grupos silanol na superficie e d)

mesoporos interconectados por microporos.
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Fonte: Ojeda-Lopez et al. (2015).

O material mesoporoso ordenado (SBA-15) também oferece outros beneficios
importantes a serem mencionados, como seu carater parcialmente hidrofobico (se
comparado com outras silicas mesoporosas), grande volume de poros, alta area
superficial, canais paralelos (Santos et al., 2013), e a combinacdo de micro e
mesoporosidade, citada anteriormente. Sua modelagem (P123) ¢ relativamente barata,
biodegradavel e ndo tdéxica em comparagao com as utilizadas na preparacdo do MCM-41.

Para este trabalho, o SBA-15 foi sintetizado na presenca de fluoreto de amonio,
com o intuito de limitar o crescimento dos mesocanais, levando a formagao de canais
mais curtos (VILARRASA-GARCIA et al., 2014). Esse efeito da adi¢do do fluoreto é
importante para imobilizacao de enzimas, em relagcdo a diminuicao dos efeitos difusionais
de entrada do substrato no biocatalisador e de saida do produto. A literatura reporta que
tanto a ligagdo da lipase, como a facil acessibilidade as moléculas do substrato deve ser
favorecida pela morfologia interna do suporte poroso, a fim de facilitar a transferéncia de
massa (ZHANG et al., 2004). Além disso, a adicdo do fluoreto de amonio na sintese
também proporciona um leve aumento do didmetro dos poros do SBA-15. Entretanto, o
fluoreto de amodnio nao funciona como um expasador de poro, este efeito ¢ consequéncia
da diminui¢ao do tamanho dos mesocanais.

Devido as vantagens previamente mencionadas, materiais mesoporosos
ordenados, como o SBA-15, representam matrizes atraentes para a imobilizagdo de
enzimas, dadas suas caracteristicas de tamanho de poro uniforme e ajustavel (GASCON

et al., 2014). Assim, esse material tem sido amplamente empregado, viabilizando a
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obtencao de um biocatalisador heterogéneo reutilizavel (CIPOLATTI et al., 2021). Neste

trabalho, o SBA-15 foi utilizado como suporte, antes e apds sua calcinagao.

2.4 Isotermas de equilibrio de adsorc¢ao

Isotermas de adsorcdo sdo essenciais para caracterizar materiais porosos como a
silica SBA-15, que ¢ amplamente utilizada em adsor¢do devido a sua estrutura
mesoporosa altamente ordenada. As isotermas descrevem o equilibrio entre a quantidade
de uma substancia adsorvida na superficie de um material solido (adsorvente) e a
concentracdo ou pressdao dessa substincia no meio circundante, a uma temperatura
constante. Esse conceito ¢ fundamental para entender a interagdo entre adsorventes e
adsorvatos em processos como catalise, purificacdo de gases, tratamento de efluentes e
imobilizacdao enzimatica. As isotermas permitem prever a capacidade de adsor¢dao de um
material, auxiliando no planejamento de sistemas industriais e laboratoriais.

A andlise do formato da isoterma oferece informagdes importantes sobre a
estrutura porosa do material adsorvente, além de ser uma metodologia amplamente
consolidada para caracterizar texturalmente materiais com porosidade (THOMMES et al.,

2015). A Figura 7 exibe a classificacdo das isotermas de equilibrio de adsor¢ao conforme

os critérios estabelecidos pela IUPA (International Union of Pure Applied Chemistry).
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Figura 7 - Classificac¢ao das isotermas de adsor¢ao de acordo com a IUPAC.

I{a) I(b)
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Pressdo relativa ————

Fonte: Adaptada de Thommes et al. (2015).

Thommes e colaboradores (2015) apresentaram as classificagdes das isotermas de
adsor¢ao em seu estudo. As isotermas de adsor¢do sao divididas em seis tipos principais.
As isotermas reversiveis do tipo I sdo dadas por solidos microporosos com superficies
externas relativamente pequenas (por exemplo, alguns carvdes ativados, zedlitas de
peneira molecular e 6xidos porosos). As isotermas do tipo I(a) sdo dadas por materiais
microporosos que possuem predominantemente microporos estreitos (de largura < ~ 1
nm). Isotermas do tipo I(b) s@o encontradas em materiais com distribui¢cdes de tamanho
de poros em uma faixa mais ampla, incluindo microporos mais largos e mesoporos

estreitos (< ~ 2,5 nm).
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Isotermas reversiveis do tipo II sdo caracteristicas de adsorventes ndo porosos ou
macroporosos, apresentando uma curvatura chamada Ponto B, que indica a formagao de
uma monocamada completa. Uma curvatura mais gradual (ou seja, um Ponto B menos
distinto) ¢ uma indicagdo de uma quantidade significativa de sobreposi¢do da cobertura
da monocamada ¢ o inicio da adsor¢do de multicamadas.

No caso de uma isoterma do Tipo III, ndo h4 Ponto B e, portanto, nenhuma
formacdo de monocamada identificavel, e as interacdoes adsorvente-adsorbato sdo
relativamente fracas e as moléculas adsorvidas sdao agrupadas ao redor dos locais mais
favoraveis na superficie de um s6lido ndo poroso ou macroporoso.

As isotermas do Tipo IV sdo dadas por adsorventes mesoporosos (por exemplo,
géis de oOxido, adsorventes industriais e peneiras moleculares mesoporosas). O
comportamento de adsor¢ao em mesoporos ¢ determinado pelas interagdes adsorvente-
adsorvente e também pelas interagcdes entre as moléculas no estado condensado. Uma
caracteristica tipica das isotermas do Tipo IV ¢ um platd de saturagcdo final, de
comprimento varidvel. No caso de uma isoterma do Tipo IV(a), a condensagao capilar ¢
acompanhada por histerese. Isso ocorre quando a largura do poro excede uma certa
largura critica, que depende do sistema de adsor¢do e da temperatura. Isotermas do tipo
IV(b) ¢ observada em adsorventes com mesoporos menores € € completamente reversivel.

Isotermas do tipo V sdo semelhantes as do tipo III a baixas pressdes relativas e
isso pode ser atribuido a interacdes adsorbato-adsorvente relativamente fracas. Por fim, a
isoterma do tipo VI é representativa da adsorcao camada por camada em uma superficie

nao porosa altamente uniforme.
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3. SECAO EXPERIMENTAL
3.1 Materiais

A lipase de T. lanuginosus (TLL) (15 mg de proteina por mL) foi obtida da
Novozymes (Espanha). A atividade especifica da TLL foi de (30 + 1) U/mg de proteina,
medida nas condigdes de reagdo descritas nas seg¢oes 3.2.6.1 e 3.2.7. Solugdo de
glutaraldeido 25%, p-nitrofenil butirato (p-NPB), brometo de cetiltrimetilamonio
(CTAB), triacetina e acetonitrila para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
do inglés High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) (grau de pureza, > 99,9%),
tetraetilortossilicato (TEOS) (grau de pureza, > 98%), surfactante poli(etilenoglicol)-
bloco-poli-(propileno glicol)-bloco-poli(etileno glicol) (P123), foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Brasil). O fluoreto de amonio (NH4F) foi adquirido da Vetec Quimica

Fina Ltda. Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.2 Métodos

3.2.1 Sintese do SBA-15

O SBA-15 com poros expandidos foi sintetizado por rota hidrotérmica seguindo
metodologia descrita por RIOS et al. (2018), usando NH4F como expansor de poros, como
mostrado na Figura 8. Neste procedimento, 4,6 g de Pluronico P123 (PEO20PPO70PEO2)
foram dissolvidos em 160 mL de solu¢ao de HCI (1,3 M), seguido da adigdo de 0,052 g
de NH4F sob agitacdo magnética a 25 °C. Apds a dissolugdo dos reagentes, foram
adicionados 9,76 g de tetraetilortossilicato (TEOS). A mistura foi agitada por 24 horas e,
apods esse tempo, transferida para autoclave de teflon para posterior reagao a 100°C por
48 horas. Em seguida, o s6lido formado foi filtrado e lavado com 4gua destilada (200 -
400 mL) para remo¢do do excesso do molde organico (Plurénico) da estrutura.
Posteriormente, o material foi seco por 24 horas a 100 °C. A tltima etapa da sintese foi a
calcinagdo a 550 °C com taxa de aquecimento de 1 °C min™', mantendo o sistema por 6
h. A calcinacdo foi realizada para remoc¢do do Plurénico remanescente. O SBA-15 foi
obtido na forma de p6 fino, como mostra a Figura 9, e foi utilizado como suporte antes
da etapa de calcinagdo, identificado de SBA-15 ndo calcinado (SBANC) e apds a etapa
de calcinagdo, que chamamos de SBA-15 calcinado (SBAC).
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Figura 8 - Esquema ilustrativo do processo de sintese do SBA-15, mostrando o

desenvolvimento de cada etapa.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Figura 9 - Suporte SBA-15 na forma de p¢ fino.

Fonte: Elaborada pela autora (2023).



45

3.2.2 Caracterizacio do suporte e dos biocatalisadores

Virias técnicas foram utilizadas para caracterizar o SBA-15: a espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) para evidenciar a presenga de grupos
funcionais na estrutura do material; as propriedades texturais, determinadas através de
isotermas de adsor¢do-dessor¢ao de nitrogénio a -196 °C; e a ressonancia magnética
nuclear (RMN) no estado solido, utilizada para obter a proporcao total de silanol na

superficie solida.

3.2.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
foram coletadas em espectrofotometro PerkinElmer® modelo Spectrum Two na faixa de
4000-400 cm™!, com resolugio de 4 cm™ e 32 varreduras. Os espectros foram obtidos com
as amostras na forma de pastilhas de KBr contendo 5% (m'm') da amostra

(GUIMARARES et al., 2023; VASCONCELOS et al., 2017).

3.2.2.2. Determinagdo das propriedades texturais do SBA-15

A area superficial especifica (Ager), o volume total de poros (Vrt), 0
diametro médio de poros (dp) e a distribuicio de tamanho de poros (Pore Size
Distribution — PSD) das amostras sélidas, foram determinadas a partir de isotermas de
adsor¢ao-dessor¢ao de nitrogénio a -196 °C. As isotermas do N> foram medidas com
auxilio do equipamento volumétrico Autosorb-iQz (Quantachrome Instruments, EUA).

Através do método Brunauer-Emmett-Teller (BET) (BRUNAUER; EMMETT;
TELLER, 1938), de pontos multiplos, foi determinada a area superficial especifica das
amostras solidas, na faixa de pressao relativa de P/Po = 0,05 — 0,25, podendo ser calculada

através da Equagdo 1 (ROUQUEROL et al., 2014), apresentada a seguir.
Ager=nm. L. o (1)

onde nv ¢ o numero de moléculas necessario para cobrir a superficie com uma
monocamada completa, L representa o nimero de Avogadro (6,02 x 10?* moléculas) € ¢

¢ a area média ocupada por uma Uinica molécula adsorvida em uma monocamada (para o
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nitrogénio a -196 °C essa area é de 0,162 nm?) (BRUNAUER; EMMETT; TELLER,
1938; ROUQUEROL et al., 2014).
O niimero de mols pode ser determinado através da equagdo BET na sua forma

linear (Equagdo 2), pelo grafico de (P/Po)/n(1-(P/Po)) versus P/Py.

Prp 1 c-1

AR B
Em que P ¢ a pressao do adsorbato, Po ¢ a pressdo de saturagdo na temperatura do
experimento, n € o nimero de mols adsorvido e C ¢ uma constante empirica da equacao.

O volume total de poros foi calculado a partir de dados da isoterma de adsorcao
de nitrogénio em P/Py = 0,98 (a maior pressdo relativa atingida). Este parametro expressa
a quantidade de vazios especifico (por unidade de massa) na estrutura do material
adsorvente. A Equagdo 3 mostra como foi determinado o volume total de poros.

Vp=n.— 3)

PN,

De modo que, n € o nimero de moles adsorvido na pressao relativa P/Po = 0,98 (a maior
pressdo relativa atingida), MM ¢ a massa molar do nitrogénio (28,09 g/mol) e, py,€ a
densidade do N liquido (0,809 g/cm?).

O diametro médio dos poros foi calculado de acordo com a Equagao 4 (RIOS et
al., 2018). Esse parametro ¢ importante, visto que a capacidade de adsor¢ao de uma
determinada substancia ¢ influenciada pelo tamanho dos poros acessiveis da particula
adsorvente, ou seja, para determinar se o didmetro do material ¢ compativel com o
tamanho da enzima.

Vr
ABET

dp =4 * (4)

Sendo, Vt 0 volume total de poros que ¢ determinado pela Equagdo 3 e Aggra area

superficial especifica, determinada pela Equagao 1.

A distribuigdo do tamanho dos poros foi determinada pelo método NLDFT (Non-
Local Density Functional Theory) para poros cilindricos (EVANS; MARCONI;
TARAZONA, 1986; RAVIKOVITCH; NEIMARK, 2001; OJEDA-LOPEZ et al., 2015)

O método consiste na defini¢do de um conjunto de isotermas teoricas (kernel) para uma
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classe de materiais com formato de poro definido, como fendas, cilindricos, esféricos, etc.

Isso ¢ feito para diferentes tamanhos de poro.

3.2.2.3 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

A analise do ?°Si foi realizada pela técnica de desacoplamento de alta poténcia
(HPDEC), a uma velocidade de rotacdo de 13 kHz, com sequéncia de desacoplamento cw
para Si. As medicdes foram realizadas em uma sonda CPMAS de ressonancia dupla de 4
mm. Os espectros de RMN 2°Si MAS (ressonincia magnética nuclear de rota¢io de
angulo magico) foram registrados com pulso de 8 us a 90°, atraso de 60 s e 1000
varreduras. Os espectros foram registados a 25 °C num espectrometro AVANCEIII HD
600 (Bruker AXS) utilizando uma sonda DVT de ressonancia dupla de 4,0 mm a uma
taxa de rotacdo de 13 kHz. O campo magnético foi de 14,1 T correspondendo a uma
frequéncia de ressonancia de °Si de 119,22 MHz. Os deslocamentos quimicos do 2°Si

sdo referenciados ao tetrametilsilano (TMS).
3.2.3 Representacio estrutural da lipase Thermomyces lanuginosus

A estrutura tridimensional da lipase de 7. lanuginosus foi obtida pela base de
dados do Protein Data Bank (PDB). A codificacdo da TLL ¢ 1DT3. A representacao da
estrutura proteica foi realizada utilizando o software UCFS Chimera (PETTERSEN et al.,
2004).

3.2.4 Imobilizacao da lipase Thermomyces lanuginosus no SBA-15

A TLL foi imobilizada em SBA-15 por adsorcdo fisica produzindo os
biocatalisadores SBANC-TLL e SBAC-TLL. Um grama de suporte pesado em balanga
analitica Mettler Toledo foi adicionado a 20 mL do tampao fosfato de sédio (5 mM, pH
7), contendo a enzima (1 ou 5 mg de proteina por grama de suporte). A imobilizagdo foi
realizada em reator batelada, sob agitagdo, a 25 °C e o tempo de contato foi estudado. Em
seguida, os biocatalisadores foram lavados com 60 mL de tampao fosfato de sodio 25

mM, pH 7.

3.2.5 Reticulacio dos biocatalisadores heterogéneos com glutaraldeido

Um grama dos biocatalisadores (SBANC-TLL e SBAC-TLL), pesado em balanga

analitica Mettler Toledo, foi incubado em 10 mL de solug¢do de glutaraldeido 1% (v/v)
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em tampao fosfato de sddio 50 mM em pH 7,0 por 1 h, produzindo os biocatalisadores
heterogéneos SBANC-TLL-GA e SBAC-TLL-GA. O processo de reticulacdo foi
conduzido em reator batelada, sob agitacdo, a 25 °C. Apos a conclusdo, as amostras foram

lavadas com 30 mL de tampao fosfato de sodio 25 mM em pH 7 e filtradas.

3.2.6 Determinacao da atividade enzimatica

3.2.6.1 Hidrdlise do pNPB

As atividades enzimaticas da TLL livre e imobilizada foram determinadas medindo
o aumento da absorbancia, conforme metodologia descrita na literatura (ARANA-PENA
et al., 2020a; DOS SANTOS et al., 2017; GARCIA-GALAN et al., 2014), com pequenas
modificagdes descritas abaixo. O p-nitrofenil butirato (p-NPB) de 50 mM em acetonitrila
foi utilizado como solucao de substrato. Para tanto, S0uL de solugdo de p-NPB foram
adicionados em uma cubeta contendo 2,5mL de tampao fosfato de sodio 25 mM em pH
7,0 e a reacdo foi iniciada adicionando 50uL de solucdo enzimatica ou suspensao
imobilizada, sob agitacdo, por 90 s a 25 °C, em espectrofotdmetro Thermo Fisher
Scientific (BR) (Modelo Biomate3). O produto colorido desta reagao (p-nitrofenol) foi
monitorado ao longo do tempo a 348 nm (nessas condi¢des € = 5,150mol '-cm ™). Neste
caso, uma unidade (U) de atividade da lipase corresponde a hidrélise de 1 umol de p-NPB
por minuto nas condi¢des descritas anteriormente. As atividades da lipase soluvel e

imobilizada sdo calculadas em U/mL e U/g, respectivamente.

3.2.6.2 Hidrdlise da triacetina

A metodologia aplicada foi realizada conforme relatado por Arana-Pefia et al.,
(2020a), com modificagdes. Para esta reacdo, uma massa de 0,2 gramas de biocatalisador
de Smg/g foi adicionada a SmL de uma solucao de triacetina S0mM em solugdo de fosfato
de so6dio S0mM, pH 7,0. A reagdo ocorreu a 25 °C, e foram avaliados diferentes tempos:
0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3 horas. As atividades foram determinadas utilizando
taxas de conversdo entre 15 e 25% para a producdo de 1,2 diacetina. Esta analise foi
realizada por CLAE Thermo Fisher Scientific (BR) (Modelo Surveyor Plus detector
PDA), com coluna Kromasil C18 (15 cm x 0,46 cm) e deteccdo UV a 230 nm. A fase

movel utilizada foi uma solugdo de acetonitrila 10/90% em agua Milli-Q (v/v), com vazao
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de 1 mL/min. Os tempos de retengdo foram de 4 minutos para o produto e 23 minutos

para o substrato.

3.2.7 Concentracgio de proteina

A concentragdo proteica foi determinada pelo protocolo de Bradford
(BRADFORD, 1976) e a albumina de soro bovino (ASB) foi utilizada como proteina
padrdo. A metodologia € baseada em medidas espectrofotométricas a 585 nm de amostras
previamente incubadas em 1 mL de reagente de Bradford por 10 minutos, realizada em

espectro Biochrom (Modelo Libra S22).

3.2.8 Parametros de imobilizacao

Os parametros de imobilizagdo foram calculados de acordo com a literatura
(SILVA et al., 2012), a fim de avaliar a eficiéncia do biocatalisador produzido. Portanto,
o rendimento de imobiliza¢do (R) foi determinado a partir da diferenga entre a atividade
inicial (At;) e a atividade final (Atr) da enzima soltivel no sobrenadante durante o processo

de imobilizagao, dividida pela atividade inicial, como mostrado na Equacao 5.

Ati— Atf

R (%) = *100 (5)

A atividade tedrica (Att) representa a atividade que teoricamente seria obtida se
todas as enzimas imobilizadas permanecessem ativas, e foi calculada multiplicando a
quantidade de enzima oferecida para imobilizagdo por grama de suporte (Atosr) € O

rendimento da imobilizagao, ver Equagdes 7 ¢ 5.
Atr(U/g) = Atops + R/100 (6)

A Atofr foi calculada pela Equacdo 7, onde Vo € 0 volume de imobilizagdo e msuporte € a

massa do suporte.

Atoff(U/g) = Ati (%) * VSOl (mL)/msuporte (g) (7)

A atividade recuperada (Atr) representa a porcentagem de enzimas que
permanecem ativas apoOs a imobilizagdo, e foi definida como a razdo entre a atividade da

enzima imobilizada (Atp (U/g)) e a atividade tedrica, como apresentada na Equagao 8.
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Atr (%F%’ 100 (8)

3.2.9 Estabilidade Térmica

A inativagdo térmica do extrato enzimatico comercial que contém a TLL solavel
foi estudada. Os estabilizadores foram primeiramente removidos por didlise, seguindo
procedimento descrito na literatura (SILVA et al., 2023). O extrato foi entdo diluido em
solu¢do tampdo de fosfato de s6dio 5 mM com pH 7,0 e colocado em tubo de
ultracentrifuga equipado com membrana de 10 kDa. Em seguida, o extrato foi
centrifugado a 5000 rpm a 4°C por 15 minutos. Este processo foi repetido quatro vezes
para garantir a didlise completa do extrato enzimatico. Entdo, a TLL soltvel e a TLL
imobilizada (SBANC-TLL, SBANC-TLL-GA, SBAC-TLL ¢ SBAC-TLL-GA) foram
incubados a 65 °C com tampao Tris-HCI 50 mM em pH 7,0 por 24 horas. Periodicamente,
foram coletadas amostras e a atividade foi medida utilizando o ensaio p-NPB descrito
acima (secdo 3.2.6.1). As curvas de desativacao foram construidas ajustando um modelo
de desativagdo proposto por Sadana e Henley (SADANA; HENLEY, 1987) para obter as
meias-vidas (ti12), tempo necessario para que a atividade enzimatica se reduza a metade
da atividade inicial. O software Microcal Origin versao 8.5 foi utilizado para construir as
curvas. A atividade relativa foi calculada considerando a atividade inicial como 100%. O
fator de estabilizacao (FE) € a razao entre ti» da enzima imobilizada e ti» da enzima livre.
Os processos de imobilizacdo, reticulagdo, bem como as estabilidades térmica e de

estocagem estao representados na Figura 10.
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Figura 10 — Representacdo esquematica dos processos de imobilizacdo, reticulagdo e

estabilidades térmica e de estocagem.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

3.2.10 Ensaio de dessorciao dos biocatalisadores com CTAB

O ensaio de dessorcao foi conduzido conforme metodologia descrita
anteriormente por Rodrigues et al. (2009) (RODRIGUES et al., 2009), com algumas
modificagdes. A TLL foi dessorvida do SBA-15 suspendendo a enzima imobilizada em
uma propor¢ao de 1:10 (m/v) - um grama de enzima imobilizada em 10 mL de solucao
de CTAB a 0,6% em tampao Tris-HCI 50 mM em pH 7,0. O teste foi realizado a 25 °C
por 4 horas. Em seguida, as amostras foram lavadas com dgua destilada e filtradas. A taxa
de dessorc¢ao foi medida considerando a atividade dos biocatalisadores antes e apds a

incubagdo com CTAB.

3.2.11 Ensaio de estabilidade operacional dos biocatalisadores imobilizados

As estabilidades operacionais dos biocatalisadores (carga enzimatica 5 mg/g)
foram avaliadas através de 5 ciclos consecutivos da hidrolise da triacetina (descrita na
secdo 3.2.6.2) a 25 °C. Apo6s medicdo da atividade em cada ciclo, o biocatalisador
heterogéneo foi lavado 3 vezes com tampao fosfato de sodio SO0mM, pH 7,0 e reutilizado.
A Figura 11 apresentada abaixo mostra o esquema ilustrativo dos processos de dessor¢ao

e estabilidade térmica.
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Figura 11 — Representagdo esquematica dos processos de dessor¢do e estabilidade

operacional.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

3.2.12 Analise de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS PAGE)

Ensaios de eletroforese foram realizados, para todas as estratégias adotadas,
conforme Laemmli (1970) (LAEMMLI, 1970). Os géis foram preparados na
concentracdo de 12% de poliacrilamida para o gel separador e 5% para o gel de
concentracdo. As amostras foram incubadas no tampdo de ruptura (SDS a 4% e
mercaptoetanol a 10%) e aquecidas a temperatura de ebulicdo durante 10 min. As
amostras contendo glutaraldeido foram previamente reduzidas com solucao de
borohidreto de s6dio em agua (NaBHs - 1 mg/mL) por 30 minutos, para inativar a agao
do glutaraldeido. Para verificacdo do padrdo foi utilizado um marcador de baixo peso
molecular (14,4 — 97 kDa) (GE - Healthcare Life Sciences). As bandas protéicas foram
detectadas pelo método do nitrato de prata (BLUM; BEIER; GROSS, 1987).

3.2.13 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em duplicata e os resultados sao relatados como
meédia e desvio médio absoluto, calculados no Microsoft Excel. Os dados numéricos das
tabelas foram aproximados para uma casa decimal. Os resultados de armazenamento e
estabilidade operacional foram analisados por meio de andlise de varidncia (ANOVA),
utilizando o teste de Tukey pelo software OriginPro 8.5. As diferengas significativas

foram determinadas a um nivel de significancia de 95% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao do SBA-15

A compreensdo dos processos de adsor¢do tem como fundamento essencial o
entendimento do equilibrio de adsor¢do. O estudo do equilibrio de adsor¢do se baseia na
analise de isotermas de adsor¢do, que relacionam, em uma temperatura constante, a
quantidade adsorvida e a pressdo de equilibrio de um gés (ou concentracdo). A
configuragdo da isoterma oferece subsidios valiosos sobre a estrutura porosa do
adsorvente e ¢ uma ferramenta amplamente reconhecida para a caracterizacao textural de
materiais porosos (THOMMES et al., 2015). Dessa forma, inicialmente, o suporte SBA-
15 foi caracterizado quanto as suas propriedades texturais. Portanto, foram determinados
a area superficial, o volume total dos poros e o diametro médio dos poros. Para isso, as
isotermas de adsorcao e dessor¢ao de N> para o SBA-15 calcinado e nao calcinado foram
obtidas e apresentadas na Figura 12 (A) e (B), respectivamente. Pode-se notar que ambos
0s suportes apresentam o mesmo comportamento. As isotermas obtidas sdao do tipo Il e
estdo de acordo com a literatura, que relata tal comportamento como tipico do SBA-15
sintetizado com fluoreto de amonio (RIOS et al., 2018; THOMMES et al., 2015).
Tipicamente as curvas de adsor¢ao e dessor¢cao de N para o SBA-15 sdo do tipo IV
(caracteristicas de adsorventes mesoporosos) (WANG; YANG, 2011; YUAN; WANG;
YANG, 2014). No entanto, a adi¢do de NH4F modifica consideravelmente a estrutura
desse material. Além de alterar o tipo de isoterma, também altera o arranjo ordenado a

longo alcance.
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Figura 12 - Isotermas de adsorcao (m) e dessorcdo (@) de nitrogénio do SBA-15 calcinado

(A) e ndo calcinado (B) sintetizado na presenca de fluoreto de amonio.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A Tabela 1 apresenta as propriedades texturais do SBA-15 sintetizado no presente
estudo, comparando os resultados com aqueles relatados por Vilarrasa-Garcia et al.
(2015) e Rios et al. (2018). Observa-se que os parametros texturais obtidos sao superiores,
destacando a eficacia da metodologia empregada. O SBA-15 sintetizado neste trabalho
apresentou uma area especifica de 476 m?/g e 316 m?/g para o material calcinado e nao
calcinado, respectivamente, em comparacao com 526 m?/g e 542 m?/g relatados por Rios
et al. (2018) e Vilarrasa-Garcia et al. (2015) para materiais calcinados (Tabela 1). Porém,
a literatura relata que a quantidade do agente expansor de poros (fluoreto de amonio) ¢
um parametro importante para o diametro dos poros de materiais mesoporosos. Gao et al.
(2010) sintetizaram diversos materiais mesoporosos, tipo SBA-15, com diametros de
poros variando de 6,8 a 22,4 nm (GAO et al., 2010). Este resultado esta de acordo com
as isotermas do N2, que sdo do tipo II, com mesoporos muito grandes. Ainda, na Tabela
1, comparamos os resultados deste trabalho com outra sintese de SBA-15 sem fluoreto de
amonio, realizada por Vilarrasa-Garcia et al. (2015). Portanto, com a adi¢cdo de NH4F, o
diametro médio dos poros aumenta, levando a uma menor area superficial especifica do
material.

A importancia desses resultados reside na capacidade de adsor¢do da enzima
dentro dos poros do material, protegendo a proteina de condigdes externas adversas e,
assim, aumentando a estabilidade do biocatalisador (CARLSSON et al., 2014; RIOS et
al., 2018). Além disso, enzimas imobilizadas em suportes com poros maiores induzem a
produgdo de biocatalisadores com menos resisténcias difusionais internas (DORAN,

2012).
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A literatura relata que o didmetro da TLL em sua forma nanométrica ¢ de 5 nm
(FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010), obtido a partir de dados cristalograficos. Contudo,
ao ser dissolvida em solu¢do, a TLL pode sofrer hidratagao e alteragdes conformacionais,
resultando em um aumento do tamanho da proteina. A Tabela 1 demonstra que tanto o
suporte nao calcinado quanto o calcinado apresentam didmetros médios de poros quase
idénticos, que sdo 22,8 e 20,2 nm, respectivamente. Essas medidas sdo quatro vezes
maiores que a forma nanométrica da TLL. Assim, o uso de SBA-15 ndo calcinado e
calcinado com poros expandidos pode proporcionar a adsor¢cdo da TLL dentro de seus
poros. No entanto, observa-se uma diferenga mais significativa em termos de area
superficial especifica para os suportes. A amostra ndo calcinada possui menor area
superficial devido a presenca de surfactante nos poros (OJEDA-LOPEZ et al., 2015). Os
resultados deste estudo estdo de acordo com os parametros obtidos por Ojeda-Lopez et
al. (2015), uma vez que, para as amostras calcinadas, foram obtidos didmetros de poros

ligeiramente menores que o material ndo calcinado.
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Tabela 1- Propriedades texturais do SBA-15 calcinado e ndo calcinado sintetizados neste

trabalho, comparadas com dados da literatura.

Area especifica da Volume total de Didmetro médio

Material superficie (m%/g) poros (cm’/g) dos poros (nm)

SBA-15 calcinado
sintetizado com 476 2,4 20,2
NH4F (deste trabalho)

SBA-15 nao
calcinado sintetizado 316 1,8 22.8
com NH4F (deste
trabalho)

SBA-15 sintetizado
com NH4F (RIOS et
al., 2018) 526 1,8 14,0
SBA-15 calcinado
sintetizado com
NH4F 542 1,7 13,5
(VILARRASA-
GARCIA et al., 2015)

SBA-15 calcinado
sintetizado sem NH4F
(VILARRASA-
GARCIA et al.,
2015).

908 1,7 8,0

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A Figura 13 apresenta as distribui¢des de tamanho de poro para o SBA-15
calcinado e nao calcinado, utilizando o modelo NLDFT, obtidas para confirmar os
resultados de didmetro de poro do SBAC e SBANC encontrados através da Equagdo 4
(Secao 3.2.2.2), apresentados na Tabela 1. Os simbolos (m) representam o SBA-15
calcinado, enquanto os simbolos (@) correspondem ao SBA-15 nao calcinado.

Observa-se que ambas as amostras exibem multiplos picos de distribuigdo,
indicando a presenca de poros de diferentes tamanhos. O SBA-15 calcinado apresenta
picos mais pronunciados em didmetros menores, enquanto o SBA-15 nao calcinado
mostra uma distribui¢cdo mais ampla com picos em didmetros maiores. Especificamente,
0 SBA-15 calcinado possui picos significativos em torno de 10 nm e 20 nm, sugerindo a
presenca de poros menores € mais uniformes. Em contraste, o SBA-15 nao calcinado

exibe uma distribuicao de poros mais heterogénea, indicando poros mais amplos.
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Essas diferengas nas distribuigdes de tamanho de poro podem ser atribuidas a
presenca de surfactante residual no SBA-15 nao calcinado, que contribui para a formacao
de poros maiores ¢ uma distribuicdo mais ampla. A calcina¢do remove esses residuos,
resultando em uma estrutura de poros mais uniforme e menor.

A presenca de poros maiores no SBA-15 ndo calcinado pode ser vantajosa para a
imobilizacdo de grandes biomoléculas, como enzimas, que se beneficiam de um acesso
facilitado aos poros. Por outro lado, a estrutura de poros menores € mais uniformes do
SBA-15 calcinado pode ser mais adequada para aplicacdes que requerem uma alta area

superficial especifica e menor resisténcia a difusao interna.

Figura 13 — Distribui¢des de tamanho de poro utilizando o modelo NLDFT: SBA-15

calcinado (m) e ndo calcinado (e).
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Fonte: Elaborada pela autora (2024).

4.2 Influéncia do tempo de contato na adsorciao da TLL em SBA-15 nio calcinado
e calcinado

A silica mesoporosa (SBA-15) foi sintetizada utilizando o Plurdénico
(PEO20PPO70PEO20) como molécula surfactante. O P123 atua como agente direcionador
de estrutura, sendo responsavel pela formagao de canais bem definidos e poros ordenados
no material apos sua remocao nas etapas de lavagem e calcinagdo (MAGNER, 2013).
Considerando os parametros texturais encontrados (Tabela 1), ambos os materiais

apresentam diametros médio de poros grandes o suficiente para imobilizacdo da TLL.
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Assim, para avaliar a influéncia da etapa de calcinagdo na adsorc¢do da lipase, a TLL foi
imobilizada tanto no material ndo calcinado quanto no calcinado. Além disso, avaliou-se
o tempo de contato para a adsor¢ao da TLL em ambos os materiais e os resultados obtidos

sdo apresentados na Figura 14.

Figura 14 - Efeito do tempo de contato no processo de adsor¢do da TLL em SBA-15 (A)
ndo calcinado e (B) calcinado. Atividade do controle (m) e a atividade do sobrenadante
(®). A atividade relativa (%) foi calculada considerando a atividade inicial como 100%.
Nas condicoes descritas na se¢ao métodos (3.2.4): tampao fosfato de sodio (5 mM, pH
7,0), carga enzimatica: 1 mg/g, temperatura ambiente. As linhas representam a tendéncia

dos dados experimentais.
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Ao analisar a Figura 14A, observa-se que, no SBA-15 ndo calcinado, a lipase foi
quase completamente adsorvida, alcangando rapidamente altos valores de rendimento de
imobilizacdo nas primeiras 6 horas e permanecendo estavel ao longo do periodo avaliado.
Isso sugere que o plurdnico residual facilita a adsor¢do da TLL, promovendo interagdes
hidrofobicas entre a enzima e o suporte. Por outro lado, no SBA-15 calcinado (Figura
14B), a imobiliza¢ao da TLL apresenta uma maior variabilidade nas primeiras horas, com
picos de rendimento de imobilizacdo em 0,5, 6 e 24 horas. Isso pode ser atribuido a
auséncia de surfactantes, que pode dificultar a formagdo de interacdes hidrofobicas
eficazes. Assim, as 24 horas de contato, o SBA-15 ndo calcinado e calcinado imobilizou
quase totalmente a TLL, atingindo (100 &+ 2) e (96 £+ 1) % de rendimento de imobilizacao,
respectivamente.

Durante o processo de imobilizacdo, também foi analisada a atividade da lipase
imobilizada apds a lavagem para retirar a enzima fracamente adsorvida, e os resultados

sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros de imobilizagdo por adsorcao fisica da lipase de 7. lanuginosus em
SBA-15 nao calcinado e calcinado. O experimento foi conduzido em tampao fosfato de
sodio 5 mM em pH 7,0 e 25 °C. Carga enzimatica oferecida: 1 mg de proteina por grama
de suporte. As atividades enzimaticas foram determinadas de acordo com a Se¢ao 3.2.6.1.

Os parametros de imobilizagao foram calculados de acordo com a Se¢ao 3.2.8.

Biocatalisador SBANC-TLL Biocatalisador SBAC-TLL
Tempo — — — —
(h) Atividade da Atividade Atividade da Atividade
lipase recuperada lipase recuperada
imobilizada (%) imobilizada (%)
(U/g) (Ulg)
0,5 21+2 58+4 11+1 34+4
1 34+1 79 +4 11+1 47 £2
2 24+3 67+ 2 11+£0 48 +£0
4 18+0 66 £ 1 13+£0 46 +2
6 34+2 77 +4 18+3 55+9
24 36 £1 83 +3 26 £ 1 69 +£2

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Os maiores valores de atividade da lipase imobilizada foram observados em 1h,

6h e 24h de contato para SBANC-TLL e as 24h para SBAC-TLL. A Tabela 2 também
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mostra que a atividade recuperada do SBAC-TLL, que ¢ definida como a porcentagem
de enzima ativa que foi imobilizada, tende a aumentar ao longo do tempo no material
calcinado. O maior valor ¢ alcancado apds 24 horas, que foi o tempo maximo avaliado.
Pode-se observar também que a atividade recuperada do SBAC-TLL tende a aumentar
com o rendimento de imobilizagdo (conforme mostrado na Figura 14B). Portanto,
considerando o tempo estudado, o periodo ideal de imobilizag¢ao entre a TLL ¢ 0o SBA-15
foi de 24 horas, uma vez que um niimero substancial de proteinas ja havia sido adsorvido
e as enzimas mantiveram sua atividade apds o processo de adsorgao.

Alguns autores também demonstraram que a adsor¢cdo da TLL em diferentes
suportes € um processo rapido e eficaz (SILVA et al., 2023; ZAAK et al., 2017). O
trabalho de Silva et al., (2023) estabeleceu um protocolo eficiente para a imobilizagdo da
lipase de 7. lanuginosus (TLL) na resina fenilica Streamline (SILVA et al., 2023). Zaak
et al., (2017), apresentaram a imobilizacdo da TLL em octil-agarose com alto rendimento
de imobilizagdo, superior a 95%, com condi¢des de imobilizacdo semelhantes as deste
trabalho (tampao fosfato 5 mM a 25 °C, com carga de 1mg/g) (ZAAK et al., 2017).

Comparando os suportes SBA-15 (Tabela 2), observa-se que a maior atividade
recuperada foi alcancada apos a imobilizagdo da TLL no material ndo calcinado as 24
horas de contato (83%). Este comportamento pode ser explicado pela natureza surfactante
do plurdnico que ainda estd presente nos poros do material nao calcinado (SERRA et al.,
2008). Além da imobilizagao em suportes hidrofobicos, foi observado que os surfactantes
podem induzir a forma aberta das lipases devido as interagdes entre os aminoacidos
hidrofobicos presentes na tampa da lipase e as por¢des hidrofébicas dos surfactantes
(FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007; SILVA et al., 2023). Portanto, a natureza
surfactante nao i6nica do plurénico permite a imobilizagdo da lipase com maior atividade
do que quando se utiliza 0 SBA-15 calcinado, no qual o plurénico foi completamente
removido por lavagem e calcinagao.

A Figura 15 destaca os aminoacidos hidrofobicos na superficie externa da TLL e
no sitio ativo da lipase, demonstrando a possibilidade de interagdes hidrofobicas. A TLL
¢ uma enzima interfacial com uma cadeia polipeptidica (tampa) cobrindo seu sitio ativo
e muitos aminoacidos hidrofobicos em sua superficie (Figura 15A e 15B). Essas
caracteristicas permitem interacdes hidrofobicas entre a lipase e o suporte, fazendo com

que a TLL seja adsorvida com seu sitio ativo exposto (forma aberta). Isto resulta em uma
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maior atividade da lipase imobilizada em material ndo calcinado, que provavelmente
retém surfactantes em sua superficie.

Essas caracteristicas estruturais sdo fundamentais para a imobilizagdo da TLL em
suportes mesoporosos como 0 SBA-15. A presenca de muitos aminoacidos hidrofobicos
na superficie da enzima facilita as interagdes hidrofobicas com o suporte, especialmente
quando a tampa esta na forma aberta, expondo o sitio ativo. A imobilizagdo da TLL em
SBA-15 nao calcinado, que ainda contém surfactantes como o pluronico, resulta em uma
maior atividade da lipase devido a estabilizagdo da forma aberta da enzima. Os
surfactantes interagem com os aminodacidos hidrofobicos, promovendo a adsor¢cdo da
TLL com o sitio ativo exposto, o que aumenta a atividade catalitica.

A comparagdo entre as formas aberta (amarelo) e fechada (laranja) da tampa na
Figura 15B ilustra como a interagdo com superficies hidrofébicas pode induzir a abertura
da tampa, expondo o sitio ativo da lipase. Esse mecanismo ¢ fundamental para entender
a alta atividade recuperada observada no SBA-15 ndo calcinado. A capacidade de manter
a lipase na forma aberta durante a imobilizagdo € essencial para aplicagdes industriais,
onde a atividade enzimatica maxima ¢ desejada. Os resultados sugerem que a escolha do
suporte e a presenca de surfactantes podem ser otimizadas para melhorar a eficiéncia da

imobilizacdo e a atividade da TLL.

Figura 15 - Representacdo da estrutura monomérica tridimensional da lipase de T.
lanuginosus (TLL) extraida do Protein Data Bank — PDB (cédigo 1GT6). (A)
Aminoacidos hidrofobicos em azul. (B) Sitio ativo em verde e movimento da tampa, em
laranja na forma fechada (1DT3) e em amarelo na forma aberta (1GT6). As imagens

foram geradas pelo programa UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004).

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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4.3 Biocatalisadores heterogéneos reticulados com glutaraldeido

Sabe-se que o uso de enzimas adsorvidas reversivelmente em sistemas reacionais
apresenta alguns problemas. Um deles ¢ que, a enzima pode se separar na presenca de
substratos ou produtos com natureza detergente, e a enzima também pode se mover
através da superficie do suporte sélido, levando a sua inativagdo (DIAMANTI et al.,
2022; RIOS et al., 2019a). Para superar esses problemas, o glutaraldeido foi utilizado
como agente de reticulagdo. Este agente bifuncional ¢ capaz de estabelecer ligacdes
covalentes com grupos amino presentes na superficie externa da enzima, principalmente
os residuos de lisina (SILVA et al., 2023; WEETALL, 1974). Segundo Abellanas-Perez
et al. (2023a), a modificacao quimica realizada por diferentes agentes quimicos pode ter
comportamentos significativos (em relagdo a atividade e estabilidade) que dependem da
carga enzimatica, sugerindo que as interagdes lipase-lipase desempenham um papel
significativo neste processo (ABELLANAS-PEREZ et al., 2023a). Assim, as preparagoes
(SBAC-TLL e SBANC-TLL) de diferentes cargas enzimaticas (carga oferecida: 1 mg/g
e 5 mg/g, a 50% da carga maxima (RIOS et al., 2018)) foram modificadas usando
glutaraldeido, gerando novos biocatalisadores (SBAC-TLL-GA e SBANC-TLL-GA). O
efeito da modificacao do glutaraldeido nos parametros de imobilizagdo das amostras em

diferentes cargas enzimaticas ¢ apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Efeito do glutaraldeido nos parametros de imobilizacdo da lipase de T.
lanuginosus (TLL) em diferentes cargas enzimaticas (1 mg/g e 5 mg/g). Imobilizagdo em
SBA-15 conforme se¢ao 3.2.4 e modificacdo com GA conforme metodologia se¢do 3.2.5.
As atividades enzimaticas foram determinadas de acordo com a Se¢do 3.2.6.1. Os

parametros de imobilizagdo foram calculados de acordo com a Se¢ao 3.2.8.

Atividade da Atividade da ..
. Atividade . Atividade
Biocatalisadores lipase recuperada lipase recuperada
. imobilizada up imobilizada .
heterogéneos (%) (%)
(Urg) 1 me! (Urg) 5 mg/g
1 mg/g mg’s 5 mg/g
SBAC-TLL 26+ 0 69 +2 47 +£2 36+2
SBAC-TLL-GA 18+0 50+2 35+2 27+2
SBANC-TLL 36+1 83+3 47+0 501
SBANC-TLL-GA 27+0 69 +1 16 +1 17+£2

Fonte: Elaborada pela autora (2023).
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Analisando a Tabela 3, pode-se afirmar que todos os biocatalisadores produzidos
diminuem suas atividades apds a modificacdo do glutaraldeido. Para os biocatalisadores
SBAC-TLL (1 mg/g e 5 mg/g) e SBANC-TLL (1 mg/g), as atividades diminuem cerca
de 25-30% dos seus valores iniciais. Para o biocatalisador SBANC-TLL (5 mg/g), a
diminui¢do da sua atividade foi mais evidente, diminuindo cerca de 66% do seu valor
inicial. Uma explicagdo para isso pode estar relacionada ao niimero de moléculas de
enzimas imobilizadas nos suportes e aos efeitos locais que diferentes cargas enzimaticas
podem proporcionar. Pelos resultados da Tabela 1, o suporte calcinado possui area
superficial especifica maior (476 m?/g) que o suporte nao calcinado (316 m?/g). Devido a
1sso, o suporte calcinado imobilizou (100 £+ 0) % das moléculas enzimaticas com uma
carga enzimatica de 5 mg/g, enquanto o suporte nao calcinado imobilizou apenas (80 =+
2) % com a mesma carga enzimatica. Portanto, as interacdes entre moléculas lipase-
lipase, induzidas pelo biocatalisador lotado, podem gerar uma diminuigdo mais
pronunciada da atividade da lipase apds a modificagdao do glutaraldeido.

Sheldon (2011) afirma que, comumente, a modificagdo enzimatica provoca uma
diminui¢do na atividade enzimatica (SHELDON, 2011). Essa alteragdo esta relacionada
a reticulacdo inter ou intramolecular causada pelo glutaraldeido, que pode alterar as
propriedades enzimaticas (atividade e estabilidade) (BARBOSA et al., 2012; ZAAK et
al., 2017). Quanto a estabilidade, esta modifica¢ao pode proporcionar melhorias, uma vez
que pode ocorrer a formagdo de ligagdes covalentes nas enzimas imobilizadas. Portanto,
os parametros de estabilidade térmica, operacional e de armazenamento também foram
avaliados neste trabalho e serdo apresentados nas proximas secdes.

Diferentes protocolos de imobilizagdo da TLL em SBA-15 calcinado também
foram avaliados usando pNPB como substrato (AGUDELO et al., 2020; BABAKI et al.,
2016). Agudelo et al. (2020) avaliaram os efeitos de diversos fatores para produzir
particulas de silica semelhantes a espuma mesocelular (MCF) a partir de um material de
silica mesoporosa nanométrica, incluindo a fonte de razdo molar H'/silica, a presenga de
um agente mineralizante, a temperatura de sintese e a presengca de surfactantes
combinados (por exemplo, P123 e CTAB), nas propriedades porosas do MCF
(AGUDELO et al., 2020). Além disso, a superficie das particulas foi modificada com
grupos amina para avaliar o desempenho como suporte para imobilizagdo enzimatica.
Neste estudo, os biocatalisadores produzidos, MCF-NH,-TLL e MCF-TLL, apresentaram

rendimentos de 73% e 15%, respectivamente, enquanto a atividade enzimatica por g de
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suporte foi de 70,1 U/g e 14,5 U/g, respectivamente (AGUDELO et al., 2020). Babaki et
al. (2016) relataram um rendimento de imobilizacdo de 95% e uma atividade enzimatica
de 1150 £ 9,2 U/mg de enzima (BABAKI et al., 2016). No entanto, esses autores
utilizaram uma etapa de funcionalizacdo de suporte, e a TLL foi imobilizada por ligacao
covalente em SBA-15 funcionalizado com epoxi. Além disso, o estudo mencionado
utilizou uma carga de imobilizagdo de 38 mg/g, superior a utilizada no presente estudo.
As diferencas na atividade podem estar relacionadas aos diferentes métodos de
imobilizacdo e cargas enzimaticas utilizadas. Os rendimentos de imobilizacdo
apresentados em nosso estudo para o SBA-15 calcinado, em diferentes cargas protéicas

(1 mg/g e 5 mg/g), também foram elevados (> 95%).

4.4 Estabilidade térmica dos biocatalisadores

A Figura 16 mostra os perfis de desativacdo térmica dos biocatalisadores
imobilizados, bem como da enzima soluvel. Os perfis foram ajustados seguindo o modelo

de Sadana & Henley (1987).
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Figura 16 - Estabilidade térmica da lipase de 7. lanuginosus imobilizada e enzima solavel
em termos de atividade relativa. (A) carga enzimdtica 1 mg/g e (B) carga enzimatica 5
mg/g. SBAC-TLL (m); SBAC-TLL-GA (®); SBANC-TLL (A); SBANC-TLL-GA (V);
enzima soluvel (¢). O teste de estabilidade térmica foi realizado a 65 °C ¢ pH 7,0,
utilizando tampao Tris HCI (50 mM). (As linhas representam a tendéncia dos dados

experimentais).
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Ao avaliar os perfis de desativacdo térmica (Figura 16) e parametros (tempo de
meia vida e fatores de estabilizacdo) (Tabela 4), observa-se que o biocatalisador SBANC-
TLL apresentou a menor estabilidade em carga baixa e alta (ti2cercade 0,2 h e 0,1 h para
os biocatalisadores carregados com 1 mg/g e 5 mg/g, respectivamente). Estes valores

foram inferiores aos da TLL soluvel (t12 cerca de 0,6 h). Este comportamento pode indicar
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que as possiveis interagdes da lipase com o plurdnico (ainda presente na amostra nao
calcinada) que favorecem a atividade dos biocatalisadores (Tabela 2), prejudicam a
estabilidade dos biocatalisadores. Ap6s a modificagdo do glutaraldeido, as estabilidades
dos biocatalisadores SBANC-TLL (1 mg/g e 5 mg/g) foram melhoradas (t1 cerca de 1,1
h e 0,6 h para os biocatalisadores carregados com 1 mg/g e 5 mg/g, respectivamente). Isto
pode indicar a formagdo de reticulagdes intra ou intermoleculares pelo glutaraldeido,
produzindo biocatalisadores mais estaveis (em comparacdo com seus biocatalisadores
nao modificados). Além disso, esses parametros também foram superiores quando
comparados com a TLL soluvel, atingindo fatores de estabilizagdao de 1,83 e 1,00
(SBANC-TLL-GA com carga de Img/g e com carga de Smg/g, respectivamente)

Para as amostras calcinadas, o SBAC-TLL (1 mg/g) apresentou meia-vida
superior a enzima solavel, 2,1 h e 0,6 h, respectivamente. O fator de estabilizagdo
alcancado foi de 3,50. Apos a modificacao com glutaraldeido, o SBAC-TLL-GA (1 mg/g)
apresentou menor estabilidade (ti2 cerca de 1,3 h) do que o SBAC-TLL (1 mg/g), no
entanto, permaneceu superior a enzima solavel (Tabela 4). A literatura relata que o
glutaraldeido pode reagir preferencialmente com grupos amino primarios das enzimas,
aumentando a rigidez e estabilidade da enzima (BARBOSA et al., 2014; RUEDA et al.,
2016; SILVA et al., 2023). No caso da TLL, esses grupos estao presentes nos residuos de
lisina € 0 GA pode reagir com esse aminoacido (BARBOSA et al., 2014; SILVA et al.,
2023). Segundo Barbosa e colaboradores (2014), ¢ possivel formar bases de Schiff entre
os grupos amino primarios da TLL e os grupos aldeido do glutaraldeido, quando a reagao
ocorre em pH neutro (BARBOSA et al., 2014).

Porém, a estrutura da TLL possui poucos e bem espagados residuos de lisina,
como mostrado por Silva et al. (2023). O autor explica que a longa distancia entre os
grupos lisina prejudica a reagdo entre amino/glutaraldeido e glutaraldeido/amino para
reticulacdo em reatividade méaxima, dificultando o aumento da rigidez da enzima (SILVA
et al., 2023). Este comportamento também ocorreu neste estudo, uma vez que a
estabilidade do SBAC-TLL-GA (1 mg/g) ndo foi melhorada em relagdo ao biocatalisador
SBAC-TLL (1 mg/g), evidenciando que apenas um ponto especifico pode produzir uma

modificacdo quimica usando glutaraldeido.
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Tabela 4 - Parametros de desativagdo térmica da lipase de 7. lanuginosus imobilizada e
da enzima soluvel, segundo modelo de Sadana e Henley (1987). Carga enzimatica 1 mg/g
e 5 mg/g. As atividades enzimaticas foram determinadas de acordo com a Secdo 3.2.6.1
e os parametros de estabilidade térmica foram calculados de acordo com a Segdo 3.2.9.

O fator de estabilizagdo (FE) ¢ a razdo entre ti» da enzima imobilizada e ti» da enzima

livre.
Carga enzimatica Carga enzimatica
1 mg/ 5 mg/
Biocatalisador i &8
heterogéneo
R?  ti2 (h) FE R? t1/2 (h) FE
SBAC-TLL 0,98 2,1 3,50 0,95 0,2 0,33
SBAC-TLL-GA 0,98 1,3 2,17 0,99 5,7 9,50
SBANC-TLL 0,99 0,2 0,33 0,94 0,1 0,17
SBANC-TLL-GA 0,98 1,1 1,83 0,99 0,6 1,00
TLL solavel 0,98 0,6 — 0,98 0,6 —

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

O melhor resultado de estabilidade térmica foi obtido com o biocatalisador SBAC-
TLL-GA imobilizado na carga de 5 mg/g, ultrapassando a meia-vida da enzima livre em
5,1 horas. Esse comportamento pode ser explicado devido a possivel reticulagdao
intermolecular que se formou com o glutaraldeido ap6s imobilizagdo com maior carga
enzimatica (5 mg/g) (ABELLANAS-PEREZ et al., 2023b). Neste caso, em altas cargas
enzimaticas, as moléculas de enzima tendem a estar mais proximas umas das outras,
permitindo a facil reticulagdo intramolecular com reatividade maxima (a reacao entre
amino/glutaraldeido de uma molécula de lipase e glutaraldeido/amino de outra molécula
de lipase). Levando em consideracao os resultados obtidos até o momento, considerou-se

que a melhor opg¢ao seria o SBA-15 calcinado com carga de 5 mg/g.

4.5 Caracterizacio do SBA-15 antes e depois da adsorcao da lipase

Os espectros de FTIR do SBA-15 foram avaliados em material ndo calcinado
(SBANC) e calcinado (SBAC), bem como apds adsorcdo enzimdtica (SBAC-TLL) e
reticulagdo com glutaraldeido (SBAC-TLL-GA) para amostras calcinadas. Esses
resultados sdo apresentados na Figura 17. Na amostra pura de SBA-15 calcinado, foram

observados todas as bandas caracteristicas deste material, indicando que a sintese do
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SBA-15 foi eficiente: em 447 cm™ é a banda caracteristica do Si-O-Si; a banda em 805
cm! ¢ atribuido ao modo de flexdo Si—-O-Si; a banda em 960 cm™ que representa as
vibragdes de estiramento do silanol no plano Si~O; a banda em 1054 cm™' que demonstra
uma densa rede de silica no material; a banda em 1631 cm™! é equivalente as vibra¢des de
flexdo H-O—H na estrutura SBA-15; a banda larga em 3400 cm™! representa as interagdes
entre grupos silanol e moléculas de dgua adsorvidas no suporte; ¢ a banda muito pequena
em 3740 cm™!, que mostra vibragdes de estiramento O-H dos grupos Si-OH (RASHID et
al., 2019; RIOS et al., 2022; VILARRASA-GARCIA et al., 2014; VILARRASA-
GARCIA et al., 2015)

Na amostra ndo calcinada, observou-se levemente espectros em torno de 1300-
1500 cm™ e 2800-3050 cm™' referentes a vibragio de estiramento C-H, indicando a
presenca do copolimero pluronico P123 remanescente, que ndo pode ser completamente
removido na lavagem e na secagem apenas no forno a 100 °C, em comparagdo com a
amostra calcinada a 550 °C (BERUBE; KALIAGUINE, 2008; RASHID et al., 2019).

Além disso, na amostra ndo calcinada também foi observado o pico em 1730 cm’
!. Segundo Rashid e colaboradores (2019), esta banda (1730 cm™!) refere-se ao modo de
estiramento das vibragdes das ligacdes C=0O assimétricas e simétricas do surfactante
P123. Esta posi¢do (1730 cm™!) nfio é observada nos demais espectros (amostras SBAC,
SBAC-TLL e SBAC-TLL-GA). Esses resultados estao de acordo com a literatura, que
relata que amostras calcinadas em temperaturas acima de 400 °C nao apresentam banda
nesta posicao, possivelmente devido a remogao total do pluronico P123 (RASHID et al.,

2019).
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Figura 17 - Espectros de FTIR dos materiais estudados: SBANC (linha vermelha); SBAC
(linha preta); SBAC-TLL (linha azul); SBAC-TLL-GA (linha roxa).
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

A banda fraca em 3740 cm™!, observada no material calcinado (SBAC), referente
as vibragoes de estiramento O-H dos grupos silanol (Si-OH) (RASHID et al., 2019; RIOS
et al., 2022; VILARRASA-GARCIA et al., 2014; VILARRASA-GARCIA et al., 2015),
desaparece apos o processo de imobilizagao, nas amostras SBAC-TLL e SBAC-TLL-GA.
Este resultado indica a interagdo entre a enzima e os grupos Si-OH do suporte (RIOS et
al., 2018)

Apds a modificacdo com glutaraldeido, ndo foram encontradas diferencas nos
espectros de FTIR. Isso pode ser devido a baixa concentragao de glutaraldeido utilizada
(1%; v/v), prejudicando a visualizagdo de alteragdes nos espectros. Outros autores
notaram um pico estreito em 1740 cm™, que corresponde a vibragdo de estiramento da
ligagdo C=0O na molécula de aldeido (RIOS et al., 2016). Isso indica a ativagdo do SBA-
15 com moléculas de glutaraldeido, provavelmente devido ao uso de maior concentragao
de glutaraldeido (15%; v/v) (RIOS et al., 2016). No entanto, ¢ importante mencionar que

os efeitos da modificacio do glutaraldeido foram observados na andlise indireta da



70

estabilidade enzimatica, quando, em alguns casos, foram produzidos biocatalisadores
estabilizados apds a modificagdo com glutaraldeido (ver se¢ao 3.2.5).
A posi¢do das principais bandas das amostras de SBA-15 observadas na Figura

17, estdo resumidas na Tabela 5.

Tabela 5 - Posicao das principais vibragdes de ligagdes quimicas das amostras SBANC,

SBAC, SBAC-TLL, SBAC-TLL-GA detectadas na regido de 4000-400 cm'.

Namero de Grupos de base e
onda (cm™) modos vibracionais
447 deformacao simétrica do Si—O-Si

805 modo de flexdao Si—O-Si

960 estiramento de grupos Si-OH

1054 estiramento assimétrico da estrutura Si-O-Si
1631 vibragoes de flexdo H-O-H

1730 vibragdes das ligagdes >C=0 assimétricas e simétricas do
surfactante P123

3000 vibragao de estiramento C-H

3400 vibragdo de estiramento da ligagdo de hidrogénio
intermolecular (O-H) observada devido as moléculas de
agua superficiais absorvidas e também, para grupos Si-
OH presentes

3740 vibragdes de estiramento O-H dos grupos Si-OH

Fonte: Elaborada pela autora (2024).

A espectroscopia de RMN de »’Si também foi avaliada. Nesta analise, os grupos
silanol sdo nomeados de sitios “Q”. Previamente, vale ressaltar que existem dois grupos
quimicos principais na superficie dos materiais SBA-15: o grupo siloxano com carater
hidrofébico (=Si—O-Si=) e o grupo silanol com carater hidrofilico (=Si—OH) (OJEDA-
LOPEZ et al., 2015; VANSANT; VOORT; VRANCKEN, 1995)

O grupo silanol ¢ subdividido em silanol geminais (dois grupos silanol ligados a
um atomo de silicio) e sao denominados “sitios Q>”; silanol unicos isolados (um atomo
de silicio na superficie esta ligado a trés O—Si e um —OH) e vicinais (dois grupos silanol
estdo ligados por ponte de hidrogénio), chamados “sitios Q3”. As pontes de siloxano (=Si—
O-Si=) sdo os “sitios Qs” (LA VARS et al., 2013; OJEDA-LOPEZ et al., 2015;
VANSANT; VOORT; VRANCKEN, 1995). A Figura 18 mostra os grupos silanol.
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Figura 18 - Composicao quimica da silica: (A) grupo silanol geminal, (B) grupo silanol

isolado ou livre, (C) grupo silanol vicinal ou em ponte e (D) grupo siloxano.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023). Adaptado de Ojeda-Lopez et al. (2015).

A parte principal da matriz solida ¢ constituida por siloxano. A condensagdo de
dois grupos silanol produz um grupo siloxano (OJEDA-LOPEZ et al., 2015).

A Figura 19 mostra os espectros de RMN de *°Si obtidos pela técnica HPDEC
para os materiais SBA-15: amostra ndo calcinada (SBANC), calcinada (SBAC) e
imobilizada (SBAC-TLL). A amostra SBANC apresenta trés sinais: Q> (silanol geminais)
a -93 ppm, Q3 (silandis livres e vicinais) a -102 ppm e Qs (siloxano) a -112 ppm (LA
VARS et al., 2013). No espectro da amostra SBAC, observa-se os sinais Q> ¢ Qse o
desaparecimento quase total do sinal Qs, o que sugere que a maioria dos grupos silanol
livres e vicinais reagiram para formar ligagdes de siloxano apos a calcinagdo, através de
reagdes de condensagio favorecidas pelo aumento da temperatura (OJEDA-LOPEZ et al.,
2015). No espectro referente a amostra imobilizada (SBAC-TLL), identificamos os sinais
Qs e Q4, e ndo ¢ possivel visualizar o sinal Q.. Neste caso, o desaparecimento do sinal Q>
pode estar relacionado as interagdes da enzima com os grupos silanol geminais, como
observado no FTIR. Por outro lado, o aparecimento do sinal Q3 pode ser devido a umidade

do biocatalisador, na qual dois grupos silanol estdo ligados por uma ponte de hidrogénio.
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Figura 19 - Espectro RMN HPDEC de *°Si do SBA-15.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

4.6 Dessorc¢ao dos biocatalisadores imobilizados com surfactante CTAB

O brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) foi utilizado para avaliar a taxa de
dessorcao dos biocatalisadores heterogéneos em contato com compostos surfactantes.
Primeiramente, avaliou-se a atividade da lipase solivel em contato com a solugdao de
CTAB ao longo do tempo para garantir que qualquer diminuicdo na atividade das
amostras imobilizadas ap6s contato com o surfactante ndo fosse atribuida a inativacao da
enzima, mas apenas a dessor¢ao da enzima do suporte. Logo, o tempo de contato em que
a TLL soltvel manteve 100% da sua atividade inicial quando em contato com 0,6% (m/v)
de CTAB, foi de 4 horas. Sendo assim, o ensaio de dessor¢cao dos biocatalisadores foi
realizado nesse tempo (4 horas). Neste caso, avaliou-se a atividade da TLL soluvel em
contato com a solu¢do de CTAB e foi observado um pequeno aumento na atividade de 8
U/mL (sem a presenga de CTAB) para 11 U/mL (incubado com o surfactante). Isto foi
possivel porque o sitio ativo da enzima foi exposto na presenca da parte hidrofobica do
CTAB, podendo interagir com o substrato através do mecanismo de ativagdo interfacial,
mantendo sua forma aberta estabilizada (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007; SILVA
et al., 2023).
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Assim, as enzimas imobilizadas, SBAC-TLL e SBAC-TLL-GA, foram colocadas
em contato com a solugdo de CTAB. A Tabela 6 apresenta os resultados do efeito do
surfactante CTAB na atividade dos biocatalisadores estudados. Observou-se que houve
aumento na atividade de todos os biocatalisadores apds contato com o surfactante (ver
Tabela 6). A atividade da TLL solivel com CTAB aumentou para 10 U/mL, em
comparagdo com a atividade da enzima solivel sem incuba¢ao com CTAB, de 7 U/mL.
A literatura relata resultados semelhantes, com aumento da atividade da TLL imobilizada,
ao utilizar detergente CTAB nas mesmas condi¢des (0,6% (m/v)) (SILVA et al., 2023).

Os biocatalisadores heterogéneos foram colocados em contato com a solugdo
CTAB durante as mesmas 4 horas que a enzima solivel. Apds esse periodo, o SBAC-
TLL perdeu aproximadamente 70% de sua atividade inicial. O CTAB, um surfactante
cationico, pode desestabilizar as interacdes hidrofdbicas entre a enzima e o suporte devido
a sua capacidade de inserir sua por¢ao hidrofobica nas interfaces hidrofobicas, enquanto
sua parte hidrofilica interage com a solucao aquosa. Este processo pode levar a dessor¢ao
da enzima, como evidenciado pela significativa perda de atividade observada no SBAC-
TLL apds 4 horas de incubagao. Como a imobilizagao provavelmente ocorreu por meio
de interag¢des hidrofobicas, esse resultado ja era esperado, pois esse tipo de ligagdo pode
ser quebrada pelo surfactante (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007). Porém, apesar
disso, as enzimas adsorvidas no SBA-15 calcinado nao foram completamente dessorvidas
do suporte ap6és 4 h de incubacdo com CTAB. Isto indica que houve interagdes
hidrofobicas entre a enzima e o suporte. A interacao hidrofobica entre a TLL e outros
suportes hidrofobicos ja foi apresentada em diferentes estudos (LAGE et al., 2016;
SILVA et al., 2023).
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Tabela 6 - Efeito do surfactante Cetiltrimetilamonio 0,6% (m/v) (CTAB) na atividade da
lipase soluvel de T. lanuginosus (expressa em U/mL) e preparagdes imobilizadas com

carga de lipase de 5 mg/g (expressa em U/g).

Atividade as 0 h Atividade apés 4 h

Biocatalisadores de incubacao de incubacao
(U/mL) (U/mL)
TLL 7+0 8+0
TLL + CTAB 10+ 0 11+£0
SBAC-TLL 53+0 16+ 0
SBAC-TLL-GA 45+ 1 17+1

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

O biocatalisador modificado com glutaraldeido (SBAC-TLL-GA) dessorveu um
pouco menos moléculas enzimaticas que o SBAC-TLL, cerca de 63% de sua atividade
inicial. Embora este biocatalisador tenha sido o mais estavel termicamente (secdo 4.4),
no ensaio de dessor¢do, a modificagdo com glutaraldeido previne apenas parcialmente a
quebra de interacdes hidrofébicas pelo surfactante CTAB. Portanto, apenas a modificagao
com glutaraldeido da enzima imobilizada em maior carga (5 mg/g) ndo foi capaz de
prevenir a dessor¢do da lipase. Resultado semelhante foi apresentado por Silva et al.
(2023). Para reduzir a dessor¢do enzimatica observada, a modificagdo prévia do
biocatalisador com polietilenoimina (PEI) pode ser conduzida. A PEI, com sua
capacidade de aumentar a densidade de grupos amina na superficie da enzima, pode
potencializar a reticulacdo com glutaraldeido, criando uma rede mais estavel e resistente
a acdo de surfactantes. Estudos indicam que a reticulacao dupla, envolvendo PEI e
glutaraldeido, resulta em biocatalisadores com maior estabilidade e menor taxa de

dessor¢cao (ABELLANAS-PEREZ et al., 2023b; SILVA et al., 2023).
4.7 Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese foi realizada para confirmar o tipo de ligagdo envolvida nas
imobilizacdes. Para isso, as amostras foram submetidas a condi¢des extremas de
inativagdo: incubacdo na presenca de SDS 4% por 10 minutos a 100 °C. Através desta
metodologia, enzimas que interagem através de ligacdes fracas (idnicas e hidrofobicas)

sdo liberadas do suporte, pela acdo do tampao de ruptura e da alta temperatura e assim as
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enzimas sdo transferidas para o sobrenadante. As interagdes fortes, como interagdes
covalentes, ndo permitem que a enzima seja liberada do suporte mesmo nas condi¢des do
tampao de ruptura e alta temperatura. Espera-se que este ultimo ocorra em amostras
modificadas com glutaraldeido, devido a possibilidade de formagao de fortes ligagdes de

interagdo. O gel de eletroforese mostrado na Figura 20 exibe esses comportamentos.

Figura 20 - Eletroforese da lipase de 7. lanuginosus soltivel e imobilizada antes e depois
da reticulacdo com glutaraldeido. As amostras foram colocadas no gel na concentragdao
de 0,5 mg/mL. 1- Marcador de baixo peso molecular (BPM); 2- TLL solavel; 3- SBAC-

TLL; 4- SBAC-TLL-GA. As preparagdes imobilizadas foram carregadas a 5 mg/g.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Na Figura 20, a amostra 2 mostra a banda da TLL solavel, confirmando seu peso
molecular esperado de aproximadamente 31,7 kDa (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010;
LOKHA et al., 2020). A amostra 3, correspondente ao biocatalisador SBAC-TLL,
apresenta uma banda clara similar a da TLL soluvel, indicando que a enzima foi liberada
do suporte, confirmando intera¢des fracas como idnicas e hidrofobicas. A amostra 4,
SBAC-TLL-GA, n3o mostra uma banda clara, sugerindo que a modificagdo com
glutaraldeido formou ligacdes covalentes fortes, mantendo a enzima no suporte mesmo
apos tratamento com SDS e calor. O glutaraldeido forma ligagdes covalentes com grupos

amino presentes nos residuos de lisina da enzima, criando bases de Schiff. Essas ligacdes
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covalentes s3o muito mais fortes do que as interagcdes idnicas ou hidrofobicas, o que
explica a resisténcia da enzima imobilizada modificada com glutaraldeido as condi¢des

de ruptura extrema utilizadas na SDS-PAGE.

4.8 Estabilidade de estocagem dos biocatalisadores heterogéneos

A estabilidade de estocagem dos biocatalisadores SBAC-TLL ¢ SBAC-TLL-GA
foi avaliada a 4°C. A atividade enzimatica foi testada em diferentes momentos durante

90 dias e os resultados obtidos foram apresentados na Figura 21.

Figura 21 - Estabilidade de estocagem dos biocatalisadores heterogéneos. Preto: SBAC-
TLL; Vermelho: SBAC-TLL-GA. Os biocatalisadores imobilizados foram carregados a
5 mg/g. Letras diferentes representam valores que apresentam diferenca significativa
(nivel de significancia de 95%). Letras minusculas representam diferencas estatisticas do

SBAC-TLL e letras maitsculas representam diferencgas estatisticas do SBAC-TLL-GA.

120

80

60

40

Atividade relativa (%)

20

T y T T
0 20 40 60 80 100

Tempo de armazenamento (dias)

Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Conforme mostrado na Figura 21, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas nas atividades dos biocatalisadores heterogéneos apds 30 dias de
armazenamento em comparagdo com a sua atividade inicial. A preparacdo SBAC-TLL
manteve sua atividade proxima de 100% nos demais tempos avaliados (60 e 90 dias).
Porém, apos 60 dias de armazenamento, a amostra imobilizada modificada com

glutaraldeido apresentou perda significativa de atividade, reduzindo-a para (78 + 5) %.



77

Até 90 dias, a atividade do SBAC-TLL-GA se estabilizou, apresentando redugdo apenas
para (69 + 1) %. A reducdo da atividade observada no SBAC-TLL-GA apo6s 60 dias pode
ser atribuida a alta reatividade do glutaraldeido e pela sua capacidade de polimerizagao,
que pode levar a alteragdes estruturais na enzima (BARBOSA et al., 2014). Para inativar
a acdo do glutaraldeido, as amostras contendo glutaraldeido poderiam ser previamente
reduzidas com solugdo de borohidreto de so6dio. No entanto, esta abordagem pode
comprometer a atividade da enzima imobilizada (ORREGO et al., 2018). Para este estudo,
esta estratégia foi utilizada (NaBH4 - 1 mg/mL), mas os resultados obtidos foram de
biocatalisadores heterogéneos inativos.

Ambos os biocatalisadores se mostraram estaveis quando armazenados sob
refrigeragao. O SBAC-TLL se apresentou estavel at¢ 90 dias de armazenamento, € o

SBAC-TLL-GA com aproximadamente 30 dias de armazenamento.

4.9 Estabilidade operacional dos biocatalisadores imobilizados em ciclos sucessivos

da hidrélise da triacetina

A triacetina ¢ um substrato de relevancia na industria de biodiesel e apresenta a
capacidade de refletir as condi¢des reais de operacao dos biocatalisadores. A conversao
de triacetina em 1,2-diacetina ¢ um processo importante na sintese de intermedidrios para
produtos quimicos finos. Dessa forma, a estabilidade operacional dos biocatalisadores
também foi avaliada através de sucessivos ciclos da hidrolise da triacetina para investigar
o possivel reaproveitamento dos biocatalisadores imobilizados, totalizando cinco ciclos
de 2 h, nas condi¢des apresentadas na metodologia (secdo 3.2.6.2). Este tempo resultou
em uma taxa de conversdo entre 10 e 15% na producao de 1,2 diacetina para calculo da
atividade enzimatica. Os resultados de estabilidade operacional sdo apresentados na
Figura 22 e foi aplicada uma andlise estatistica para determinar se houve diferencas

significativas nas atividades obtidas em cada ciclo.
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Figura 22 - Estabilidade operacional dos biocatalisadores da lipase de 7. lanuginosus
imobilizados ao longo de 5 ciclos de reutilizagdo. Preto: SBAC-TLL; Vermelho: SBAC-
TLL-GA. Os biocatalisadores imobilizados foram carregados a 5 mg/g. Letras diferentes
representam valores que apresentam diferenca significativa (nivel de significancia de
95%). Letras mintsculas representam diferengas estatisticas do SBAC-TLL e letras
maiusculas representam diferencas estatisticas do SBAC-TLL-GA.
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Fonte: Elaborada pela autora (2023).

Apo6s o segundo ciclo de operacdo, a preparacdo SBAC-TLL apresentou uma
diminui¢do significativa na sua atividade, retendo aproximadamente (66 + 6) % da sua
atividade inicial. Apos o terceiro ciclo, o biocatalisador SBAC-TLL apresentou um
pequeno aumento na atividade (85 = 8) %. No entanto, ndo houve diferencas significativas
quando comparado aos ciclos anteriores. Esse resultado foi mantido no quarto ciclo, com
atividade relativa de (88 = 9) %. No ultimo ciclo observa-se uma pequena variagao (75 £
8) %. No entanto, ndao houve diferengas significativas entre este ciclo e os ciclos 2 a 4.

Em relacdo ao biocatalisador SBAC-TLL-GA, este apresentou excelente
desempenho, mantendo 100% de sua atividade inicial ao longo dos cinco ciclos. Esse
resultado confirma a eficiéncia da modificagdo com glutaraldeido e concorda com os
resultados de estabilidade térmica e eletroforese (se¢des 4.4 e 4.7, respectivamente). E
importante mencionar que biocatalisadores altamente estdveis favorecem a sua
reutilizagdo em ciclos reacionais sucessivos, mantendo a sua atividade proxima da

atividade inicial.



79

5. CONCLUSOES

Os resultados do estudo mostraram que a imobilizacdo da TLL no suporte
mesoporoso calcinado SBA-15, seguida de uma pds-modificagdo com GA, resultou em
um biocatalisador altamente ativo e estavel. O processo de imobilizagdo em suportes nao
calcinados e calcinados produziu elevados rendimentos e atividades recuperadas
significativas. Porém, o suporte calcinado se mostrou a melhor op¢do por apresentar
maior estabilidade térmica e melhor retengdo da atividade enzimatica. O tratamento com
glutaraldeido foi altamente eficaz no biocatalisador imobilizado em material calcinado e
resultou na melhor estabilidade térmica, ultrapassando a meia-vida da enzima soluvel em
5,1 horas. Além disso, o SBAC-TLL-GA apresentou elevada estabilidade operacional,
retendo 100% de sua atividade inicial apds cinco ciclos da hidrolise da triacetina.
Portanto, a imobilizagdo da TLL em suporte mesoporoso calcinado SBA-15, seguida da
pos-modificacdo com GA, fornece uma abordagem promissora para o desenvolvimento
de um biocatalisador ativo e estavel que atenda ao objetivo principal das enzimas
imobilizadas - a reutiliza¢ao do ativo ¢ estavel biocatalisador.

Para futuras pesquisas, recomenda-se explorar a imobiliza¢ao de outras enzimas
utilizando o suporte SBA-15 calcinado e modificado com diferentes agentes de
reticulacdo para verificar a generalizacao dos resultados obtidos com a TLL. Além disso,
a investigagao de outros surfactantes e modificacdes de superficie poderia otimizar ainda
mais a estabilidade e a atividade dos biocatalisadores. A aplicagdo pratica desses
biocatalisadores em processos industriais especificos, como a produgdo de biodiesel e a
sintese de compostos farmacéuticos, deve ser avaliada para confirmar a viabilidade

comercial e os beneficios economicos desta abordagem.
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. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Desenvolver extrusados/pellets baseados em silica que apresentem caracteristicas
apropriadas para serem utilizadas como suportes, visando aplicacdo desses materiais
em reatores de leito fixo;

Avaliar diferentes tamanhos de particulas dos extrusados (1, 2 ¢ 3 mm);

Imobilizar a lipase Eversa® Transform 2.0 produzida por Aspergillus oryzae, nos
extrusados/pellets;

Caracterizar os biocatalisadores obtidos através da imobilizacdo da Eversa®
Transform 2.0, nos extrusados/pellets quanto a atividade e estabilidade;

Aplicar os biocatalisadores insoliiveis em reagdes de interesse industrial, como por
exemplo, na produgdo de sabores e aromas, na sintese de sabdes e detergentes ou na

remocao de gorduras em efluentes industriais.
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