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Sele¢ao de suportes para imobilizacao de lipases

Screening of lipase immobilization supports

RESUMO

Lipases de Burkholderia lata LBBIO-BLO2 passaram por estudos de imobilizagao utilizando
o método de adsorgdo fisica ou interfacial. Quatro materiais foram estudados sendo: silica
mesoporosa expandida (SMPE); estrutura metalorganica constituida por clusters de Fe (ll1)
(MOF); polimero produzido por eletrofiacdo a base de quitosana (QE); particula magnética
de cobalto (Co0.Co,0;). A imobilizagdo ocorreu com 50mg de suporte em erlenmeyer e 10
mL de solu¢do enzimatica (3 mg de proteina/0,1 g de suporte), agitados a 100 rpm (25°C)
por 6 h. Através dos sobrenadantes e do material foram realizados estudos de eficiéncia
de imobilizagdo (E) e retengdo de atividade (R), onde os melhores resultados de eficiéncia
foram para MOF (90%) e SMPE (73%). Quanto a retencgdo de atividades os melhores
resultados foram também para o MOF (400%) e SMPE (170%). Os métodos analiticos
foram baseados na reacdo de hidrolise do palmitato de p-nitrofenila para dosagem de
atividade enzimdtica e método de Bradford para determinar a concentracdo proteica,
sendo os ensaios feitos em duplicatas.

PALAVRAS-CHAVE: Imobilizagdo. Lipases. Suportes.

ABSTRACT

Burkholderia lata LBBIO-BLO2 lipases underwent immobilization studies using the physical
or interfacial adsorption method. Four materials were studied: expanded mesoporous
silica (SMPE); metallurgical structure consisting of fe (iii) (MOF) clusters; polymer produced
by chitosan-based electrophony (qge); cobalt (iv) magnetic particle (Co0.C0203).
Immobilization occurred with 50 mg erlenmayer support and 10 ml enzyme solution (3 mg
protein / 0.1 g support), stirred at 100 rpm (25 ° c) for 6 h. Through the supernatants and
the material were performed immobilization efficiency (E) and activity retention (R)
studies, where the best efficiency results were for MOF (90%) and SMPE (73%). In terms of
activity retention, the best results were also for MOF (400%) and SMPE (170%). The
analytical methods were based on the hydrolysis reaction of p-nitrophenyl palmitate for
enzymatic activity measurement and bradford method to determine protein
concentration, and the assays were performed in duplicates.

KEYWORDS: Immobilization. Lipases. Support.
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Lipases sdo enzimas extremamente versateis quanto a sua possibilidade de
aplicacdo e por essa caracteristica sdo vistas como promissores agentes em
diversos campos industriais, tais como, bioenergético, alimenticio, farmacéutico,
biotecnoldgico, entre outros (ABREU, 2013).

Os biocatalisadores apresentam grandes vantagens frente aos catalisadores
inorganicos, suas principais vantagens s3o a elevada seletividade, pouca
incidéncia na formagdao de produtos secundarios e estando imobilizados
possibilitam sua reutilizacdo sem auxilio de tratamentos quimicos ou purificacao
como os catalisadores convencionais, porém o alto custo de producdo e a
manutengdo da estabilidade estrutural do catalisador durante uma reagao
quimica limitam a utilizacdo destes biocatalisadores. Dessa forma, a imobilizacdo
€ uma alternativa para minimizar estes inconvenientes (DATTA et al.,, 2013,
VILLENEUVE, 2007).

Enzimas imobilizadas apresentam uma série de vantagens se comparadas ao
uso de enzimas em sua forma livre, como: (a) permitem a reutilizacdo do
biocatalizador; (b) agregam facilidade na separacdo e purificagdo dos produtos
reacionais; (c) enzimas imobilizadas possuem maior estabilidade frente a
variacOes de temperatura e pH, (d) sdo economicamente mais viaveis devido
auséncia da necessidade de purificar o produto reacional; (e) possibilitam um
melhor controle das reagBes quimicas e suas varidveis, podendo resultar em um
aumento do rendimento reacional quando comparadas as enzimas em sua forma
livre. Para essa finalidade, diferentes materiais, inorganicos e organicos, tém sido
estudados no intuito de manter ou melhorar a eficiéncia catalitica destes
biocatalisadores além de possibilitar a reutilizacdo. (BILAL et al., 2018; HU et al.,
2018; ANSARI; HUSAIN, 2012, GUPTA, BHATTACHARYA, MURTHY, 2013).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi imobilizar lipases de
Burkholderia lata LBBIO-BLO2 em diferentes suportes por adsorgdo.

MATERIAIS E METODOS

As lipases de Burkholderia lata LBBIO-BLO2, utilizadas no trabalho, foram
isoladas no Laboratdrio de Bioquimica e Bioprocessos (LBBIO) do Departamento
de Ciéncias Bioldgicas da UNESP — Campus de Assis. A produgdo de lipases, por
fermentagdo submersa, foi realizada pela professora Dra Valéria Marta Gomes do
Nascimento e gentilmente cedida para o grupo Biopase (UTFPR-AP) para estudos
de biocatdlise.

Em estudos anteriores, as lipases de B. lata LBBIO-BLO2 apresentaram
caracteristicas desejaveis para a imobilizacdo e aplicacdo de enzimas em
biocatalise. Aprgsentaram atividade maxima na temperatura de 55°C e se
mantiveram relativamente estaveis a 60°C, mantendo 60% de sua atividade
inicial apds 1h, mantiveram 100% de sua atividade inicial quando em tolueno, n-
hexano e n-heptano (1h, 25°C) temperatura para maxima atividade de catdlise.
Quando incubada em solventes como metanol, etanol e isopropanol em uma
razdo 50% (v/v), as enzimas apresentaram 78%, 76% e 90% de estabilidade
respectivamente (1h, 25°C).
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Quanto a estabilidade das enzimas frente a variacdes de pH, foram estaveis
para variacOes de pH na faixa de 4 a 9, mantendo 100% de sua atividade inicial (1
h, 25°C) (OLIVEIRA, 2017). Além disso, as enzimas foram
imobilizadas, até o momento, somente em Celite (OLIVEIRA, 2017), o que
justificaria a continuidade dos estudos relacionados a utilizagdo de novos
suportes para imobilizacdo das lipases de B. lata LBBIO-BL02.

O processo de imobilizacdo utilizado foi o de adsorcdo interfacial e os
materiais utilizados estdo descritos no quadro 1.

Quadro 1- Suportes utilizados na imobiliza¢do de lipases.

Suportes Caracteristicas

a) Oxido magnético de

Material ndo poroso com propriedades magnéticas.
Cobalto Co0.Co,0s;. P prop g

Estrutura metalorganica formada por clusters de

b) Estrutura metalorganica ions Fe(lll) e moléculas de acido tereftalico,
(MOF); material microporoso com area especifica
aproximadamente de 500 m’ /8.
c) Silicamesoporosa Silica mesoporosa com area especifica de
expandida (SMPE); aproximadamente 320 mz/g.
d) Polimero produzido por
eletro-fiagdo a base de Polimero natural, ndo poroso e hidrofébico.

Quitosana (QE).
Fonte: Autoria propria (2019).

Os suportes (50 mg) foram lavados com 1 mL de tampao fosfato pH 7, 0,05 mol Lt )
centrifugados (300 rpm, 5 min) e o sobrenadante separado para verificagdo do pH.

Para a imobilizacdo, 50 mg do suporte e 10 mL de solugcdo enzimatica (3 mg
de proteina/0,1 g de suporte), foram colocados em um erlenmeyer (25 mlL) e
agitados a 100 rpm (25°C) por 6 h. O suporte foi separado por centrifuga¢do (300
rom, 5 min), lavado com 2 mL de tamp3o (pH 7, 0,05 mol L ), seco em
dessecador a vacuo por 12 h e armazenado a 4°C. O sobrenadante foi recolhido
para dosagem de proteina e atividade lipolitica residual.

Os estudos sobre o processo de imobilizagdo: eficiéncia de imobilizagdo (E) e
Retencdo de atividade (R) foram realizados através das equacdes 1 e 2
respectivamente (YADAV; JADHAV; 2005; BON et al., 1986):

_ (At- At,).100
At
A,.100

i (1)

R =
Ar @)
Sendo: Ati: Atividade inigjal frente ao pNPP, anteriormente a imobilizagdo (U); Atf:
atividade final total de hidrdlise frente ao pNPP no sobrenadante apds a imobilizacdo
(U); Ao: atividade observada da enzima imobilizada (U g do suporte); Ar: atividade
tedrica da enzima imobilizada (U g™ do suporte); U: unidades totais de atividade
(umols do produto min™).
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Para calcular a eficiéncia de imobilizacdo (E), foi considerado a atividade
inicial e final do sobrenadante frente a reacdo de hidrélise do Palmitato de p-
nitrofenila (oNPP) em meio aquoso (WINKLER; STUCKMANN, 1979). O meio
reacional é formado por 0,5 mL de solugdo A (3 mg de palmitato de p-nitrofenila
mL™ de isopropanol), 4,5 mL da solugdo B (2 g de Triton X-100; 0,5 g de goma
arabica, em 450 mL de tampao fosfato 0,05 mol Lt pH 7,0). Desta solugdo, foram
colocados 0,9 mL em uma cubeta. Estabilizada na temperatura a 40°C, adicionou-
se 0,1 mL da solucdo enzimatica ou de tampao (branco). A cinética da reagao foi
acompanhada pela leitura das abosrbancias a 410 nm a cada 40 s durante 5 min.
As reagoes foram feitas em triplicata.

Para o calculo da retencdo de atividade (R), rea¢cGes de hidrdlise do palmitato
de p-nitrofenila foram realizadas a pH 7,0 e na temperatura de 40 °C, em banho
termostatizado, sob agitacdo manual em erlenmeyers de 25 mL contendo 5 mL
de meio reacional (A+B) e iniciada com a adicdo de 1 mg de enzima imobilizada. A
cinética das reagdes foi seguida em diferentes intervalos de tempo (1 a 5 min)
transferindo-se aliquotas de 1 mL para uma cubeta e simultanea leitura das
absorbancias a 410 nm. As reagdes foram feitas em triplicata.

Durante o procedimento de imobilizacdo a dosagem de proteinas foi
acompanhada de acordo com o método de Bradford (1976) que utiliza como
solucdo padrdo a proteina de soro albumina bovina (BSA) para a curva de
calibracdo (20 — 100 pg mL™).

RESULTADOS E DISCUSSOES

O método de imobilizagdo por adsorgdo, selecionado neste trabalho, é o mais
utilizado, devido a sua simplicidade e por ser economicamente mais vantajoso
frente aos outros métodos, consiste na adsor¢cdao da enzima em um suporte
inerte por atragOes eletrostaticas ou hidrofébicas como forgas de van der waals,
ligagdes de hidrogénio e dipolo-dipolo. A eficiéncia deste método esta
relacionada diretamente com fatores como o tamanho da enzima, area
superficial do adsorvente, porosidade, tamanho do poro, temperatura e pH da
solucdo enzimdatica (SECUNDO et al., 2008; KNEZEVIC et al., 2002).

Na avaliacgg, dos materiais disponiveis como suporte para imobilizagdo de
lipases, foram efetuados alguns estudos para avaliar a eficiéncia da imobilizagdo
e a retengdo da atividade enzimdtica em meio aquoso na imobiliza¢gdo da lipase
de B. lata (método da hidrdlise do pNPP) (Tabela 1). Estes parametros sdo
importantes, pois indicam a quantidade de enzima que foi adsorvida nos suportes
e quanto da enzima esta ativa depois do procedimento de imobilizacdo.

A capacidade de adsor¢do de proteinas (E de 90%) foi maior quando a
enzima foi imobilizada no MOF, seguido da SMPE (73%) e Co0.Co0,03 (68%).
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Tabela 1 — Eficiéncia da imobilizagdo e Retengdo da atividade em meio aquoso da lipase
de Burkhoderia lata imobilizada em diferentes suportes.

Suporte E (%)° (U.r:;-l ) (U.rl':log-l)
C00.Co,04 68 0,7 - -
MOF 90 0,9 3,6 400
SMPE 73 0,7 1,2 170
QE - - - -
a) Eficiéncia (%) — calculada por diferenga entre a atividade inicial do extrato bruto e

a atividade final do sobrenadante apds a imobilizagdo. Ensaios realizados em duplicata.
b) Retencdo - atividade real da enzima imobilizada/atividade tedrica daenzima
imobilizada. Atividade de ambas calculada pelo método do pNPP aquoso. Ensaios
realizados em duplicata. Fonte: Autoria prépria.

Entretanto, o fato de haver alguma eficiéncia na imobilizacdo, ndo garante
que a enzima estd ativa no suporte, pois este pardmetro apenas mostra o
desaparecimento da atividade no sobrenadante apds a imobilizacdo, por isso, a
comparacdo da eficiéncia de imobilizacdo com outros trabalhos deve ser evitada.
Para analisar se a enzima estava ativa apds a imobilizacdo, foram feitos os
ensaios de atividade da enzima imobilizada (Ay), utilizando-se o método da
hidrélise do pNPP em meio aquoso.

A retencdo da atividade (R= atividade real da enzima imobilizada/atividade
tedrica da enzima imobilizada) foi maior que 100% para o MOF e SMPE. Este
parametro indica quanto da enzima esta ativa no suporte apds o processo de
imobilizagdo em comparagdo com a enzima livre. Os valores de retengdo sdo
dependentes da imobilizagdo, do suporte e do meio reacional. Retengbes
distintas de 100% indicam que houve modificagbes estruturais na enzima
favoraveis ou ndo a catadlise, apds a imobilizagdo. No caso deste trabalho, os
valores de retengdo indicaram que durante a imobilizagdo, a enzima sofreu
ativagdo interfacial, ou seja, as mudangas conformacionais da enzima foram
favoraveis a catalise.

CONCLUSAO

Foi possivel realizar a imobilizacdo de lipases de B. lata utilizando o método
de adsorcdo fisica ou interfacial. A manutencdo da atividade enzimatica ocorreu
em 2 dos 4 suportes estudados, sendo eles: MOF (400%) e SMPE (170%). Os
materiais além possibilitarem a imobilizacdo contribuiram para um ganho de
atividade enzimatica por exposi¢cdo do sitio ativo da enzima.

Quanto a efjgiéncia de imobilizagdo 3 dos 4 materiais mostraram capacidade
de adsorver a enzima, porém, apesar do Co0.Co,0;. apresentar eficiéncia de
imobilizacdo de 68%, o calculo de retengdo de atividade indicou que as enzimas
ativas anteriormente a imobilizacdo de alguma forma perderam grande parte de
sua atividade inicial.
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