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Imobilizacao de lipases

Lipase immobilization

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi imobilizar lipases de Burkholderia lata LBBIO-BLO2
em silica mesoporosa por adsorcao fisica e analisar a eficiéncia de imobilizagao (E)
e a retengdo da atividade (R). A dosagem das atividades enzimaticas antes e apds
a imobilizagdo foi realizada pela hidrdlise do palmitato de p-nitrofenila (oNPP). A
eficiéncia de imobilizagdo foi de 73% e a retengao de atividade de 170%.

PALAVRAS-CHAVE: Silica Mesoporosa. Imobilizagao. Lipase.
ABSTRACT

The objective of this work was to immobilize lipases from Burkholderia lata
LBBIO-BLO2 in mesoporous silica by physical adsorption and to analyze the
immobilization efficiency (E) and activity retention (R). The measurement of
enzymatic activities before and after immobilization was performed by hydrolysis
of p-nitrophenyl palmitate (pNPP). The immobilization efficiency was 73% and the
retention of activity was 170%.
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INTRODUCAO

Estudos sobre enzimas hidroliticas estdo ganhando um espaco cada vez
maior na literatura cientifica devido sua versatilidade frente a muitos substratos
e a sua utilizagdo, tornando-as também um destaque no meio comercial. Dentre
as enzimas hidroliticas, as lipases de Pseudémonas (género empregado neste
trabalho) atuam principalmente em reagdes para formacdo e hidrdlise de ésteres
aplicados na industria de alimentos, cosméticas e farmacéuticas (MACARIO et al.,
2002; ALl et al., 2016; RIOS et al., 2018).

Para que estas reagdes ocorram da maneira mais eficaz, é preciso que o
biocatalisador seja estavel e mantenha a eficiéncia catalitica nos diversos meios
reacionais. Dessa forma, a imobilizacdo é uma alternativa para alcancar tais
caracteristicas (CARVALHO et al., 2015; ALl et al., 2016; RIOS et al., 2018).

A imobilizagcdo enzimdtica é realizada por meio de técnicas, podendo ser por
adsorc¢do fisica ou por outros métodos quimicos, como ligacdo covalente e
encapsulamento. O processo adotado neste trabalho foi a adsorgao fisica, pois
além de possuir baixo custo, também é mais simples se comparado com os
demais. Apesar de o método proporcionar elevada estabilidade a enzima, a maior
desvantagem estd relacionada a possibilidade de dessor¢ao da enzima do suporte
e consequéncia dissolu¢do da enzima no meio reacional (CARVALHO et al., 2015;
ALl et al. 2016; RIOS et al., 2018).

A imobilizacdo de enzimas pode apresentar algumas vantagens se
comparada com a enzima livre, tais como maior estabilidade em diferentes pHs e
temperaturas, maior atividade catalitica, contribui na separac¢do dos produtos e
até mesmo viabilizaria o contato enzima e substrato. Além disso, a imobilizacdo
tem capacidade de regenerar o biocatalisador, através de uma simples filtracao,
para poder ser reutilizado em outras reagdes (ALl et al., 2016; RIOS et al., 2018).

Entre os varios tipos de suporte para imobilizacdo de enzimas, a silica
mesoporosa é um material particularmente atraente para tal finalidade, pois
possui uma estrutura ordenada, distribuicdo de tamanho de poros estreito e uma
grande area de superficial, € quimicamente e mecanicamente estdvel e resistente
ao ataque microbiano e pode ser quimicamente modificada com varios grupos
funcionais (HARTMANN et al., 2013; MAGNER et al., 2013).

Dentro deste contexto, este trabalho contribuiu com os estudos de
imobilizacdo de lipases de Burkholderia lata LBBIO-BLO2 em silica mesoporosa.

MATERIAIS E METODOS

As lipases de Burkholderia lata LBBIO-BL02, utilizadas neste trabalho, foram
isoladas no Laboratdrio de Bioquimica e Bioprocessos (LBBIO) do Departamento
de Ciéncias Bioldgicas da UNESP — Campus de Assis. A bactéria é oriunda de uma
contaminacdo da cultura fungica e identificada por métodos morfoldgicos e
moleculares (16S rRNA) na Fundacdo André Tosello (FAT). A producdo de lipases,
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por fermentacdg, sppbmersa, foi realizada pela professora Dra Valéria Marta
Gomes do Nascimento e gentilmente cedida para o grupo Biopase (UTFPR-AP)
para estudos de imobilizacdo e aplicacdo em biocatalise.

Em estudos anteriores (OILIVEIRA 2017), as lipases de B. lata LBBIO-BLO2
apresentaram caracteristicas desejdveis para a imobilizacdo e aplicacdo de
enzimas em biocatalise. Por exemplo, apresentaram atividade maxima na
temperatura de 55 °C e se mantiveram relativamente estdveis a 60 °C, mantendo
60% de sua atividade inicial apds 1 h de incubacdo. Mantiveram 100% de sua
atividade inicial quando incubadas em tolueno, n-hexano e n-heptano (1 h, 25
°C). Em solventes hidrofilicos, como metanol, etanol e isopropanol em uma razédo
de 50% (v/v), as enzimas apresentaram 78%, 76% e 90% de estabilidade
respectivamente (1 h, 25 °C). Quanto a estabilidade das enzimas frente a
variacoes de pH, foram estaveis para variagdes de pH na faixa de 4 a 9, mantendo
100% de sua atividade inicial (1 h, 25 °C). Além disso, as enzimas foram
imobilizadas, até o momento, somente em Celite, o que justificaria a
continuidade dos estudos relacionados a utilizagdo de novos suportes para
imobilizagdo das lipases de B. lata LBBIO-BL0O2.

O suporte utilizado para a imobilizagao foi uma silica mesoporosa (SMP) com
area especifica de aproximadamente 320 m” g, cedida pelo professor Dr
Alesandro Bail (UTFPR-AP). A imobilizacdo ocorreu pelo processo de adsorcdo.
Inicialmente o suporte (1 g) foi lavado com por¢des de 10 mL de tampado fosfato
pH 7,0 (0,05 mol L) até pH constante. Apés 30 min, o suporte foi filtrado e
armazenado em dessecador a vacuo (25 °C, 16 h).

Para a imobilizacdo, 50 mg do suporte e 10 mL de solucdo enzimatica (3 mg
de proteina para 0,1 g de suporte), foram colocados em um erlenmeyer (25 mL) e
agitados a 100 rpm (25 °C) por 6 h. O suporte foi separado por centrifugacao (300
rom, 5 min), lavado com 2 mL de tampdo (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 da atividade lipolitica residual. O suporte contendo a enzima foi
transferido para um dessecador a vacuo (4 °C, 16 h). Apés, foi armazenado a 4 °C.

A atividade enzimatica (antes e apds a imobilizacdo) foi determinada pelo
método de Winkler e Stuckmann (1979).

A partir dos resultados experimentais, foram calculados os parametros do
processo de imobilizacdo E (Eficiéncia da imobilizacdo) e R (Retencdo da
atividade), utilizando as Equacgdes 1 e 2 respectivamente (YADAV; JADHAV, 2005):

_ (At - At,).100
- At

(1)

R o100
A

Sendo: At;: atividade inicial total de hidrélise frente ao pNPP, antes da
imobilizacdo (U); At atividade final total de hidrélise frente ao pNPP no

(2)
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sobrenadante a,p%gé @ imobilizacdo (U); Ao: atividade observada (real) 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™).

Para o célculo da eficiéncia (E), considerou-se atividade inicial e final do
sobrenadante. Para os calculos de retencdo da atividade (R), considerou-se a
atividade da enzima imobilizada frente a reagdao de hidrélise do pNPP em meio
aquoso. As reacdes foram feitas em triplicata.

Para a dosagem da atividade da solugdo enzimdtica antes e apds a
imobilizagcdo a 1 mL da solugdo A (3 mg de pNPP por mL de isopropanol) foram
misturados 9 mL da solugdo B (2 g de Triton X-100 e 0,5 g de goma arabica, em
450 mL de tampao fosfato 0,05 mol L pH 7,0), lentamente e sob continua
agitacdo. A mistura foi feita imediatamente antes da determinagao da atividade,
pois 0 substrato é instdvel quando em meio aquoso. Desta solugao foram
colocados 0,9 mL em cubeta. Estabilizada na temperatura a 55 °C, foi adicionada
a solucdo de enzima (0,1 mL) ou de tampdo, quando se preparou o branco. A
reacao foi feita em cubeta com capacidade de 1,0 mL e a leitura foi feita sempre
contra um branco contendo o substrato e o tampdo sem a enzima, a 55 °C e pH
7,0. A cinética da reacdao foi acompanhada por UV-vis pela leitura das
absorbancias (410 nm) a cada 20 s durante o tempo de 1 min.

A dosagem da atividade da enzima imobilizada foram realizadas em banho
de ultrassom a 55 °C, 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
reacdes 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 em
comprimento de onda de 410 nm. As dosagens foram feitas em duplicata.

A atividade enzimdtica (tanto para o sobrenadante quanto para a enzima
imobilizada) foi calculada utilizando a Equacdo 3, sendo uma unidade de
atividade enzimatica (U) definida como a liberagdo de 1 pumol de p-nitrofenol
(PNP) por minuto. O coeficiente de extincdo molar do pNPP, em pH 7,0, (8,3.10°
L mol™ cm™) foi utilizado para relacionar a concentracdo do produto com a
absorbancia obtida na leitura.

C.py-60.ND

3
Xy )

Sendo: C,ng : 0 coeficiente anular da cinética de reacdo (absorbancia x tempo
em segundos); 60: a transformacdo de segundos para minutos; ND: fator de
diluicdo; ¢: coeficiente de extingdo molar do pNPP a pH 7,0; Xgnz : Volume (em
mL) ou massa da enzima imobilizada (em mg).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A imobilizacdo enzimatica foi avaliada através da eficiéncia de imobilizacdo
(E) e a retencdo da atividade (R) em meio aquoso (método da hidrélise do pNPP).
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Estes paramgtres sdo importantes, pois indicam a quantidade de enzima que
foi adsorvida no suporte e quanto da enzima estd ativa depois do procedimento
de imobilizacdo. A eficiéncia de imobilizacdo foi de 73% e a retencao foi de 170%.

A retencdo da atividade indica quanto da enzima estd ativa no suporte apds
0 processo de imobilizagdo em comparagdo com a enzima livre. Os valores de
retencdo sdo dependentes da imobilizacdo, do suporte e do meio reacional.
Retengdes distintas de 100% indicam a ocorréncia de modificages estruturais na
enzima favordveis ou ndo a catdlise, apds a imobilizacdo. No caso deste trabalho,
o valor da retengdo (170%) indica que durante a imobilizagdo, a enzima sofreu
ativacao interfacial, ou seja, as mudangas conformacionais foram favordveis a
catalise.

Utilizando de estudos relacionados a outras silicas mesoporosas empregadas
como suportes para imobilizagdo de lipases, observa-se diferentes tipos de
lipases e as técnicas de imobilizagdes do tipo ligagdo covalente e adsor¢do

(Quadro 1).
Quadro 1 = Principais resultados utilizando silicas mesoporosa para imobilizagdo
de Lipases.
Lipase/ Tipo de reagdo Principais Referénci
Imobilizagao Resultados a
pH 6timo para PPL
” imobilizada (8,0) e
i Pancredtica - .
Silica Reacgdo de livre (7,0);
(PPL) S (WANG et
Mesoporosa Hidrélise de Temperatura al., 2011)
Amorfa Adsorcio triacetina otima para PPL v
s imobilizada (45 °C),
e livre (35 °C)
Maior estabilidade
Reacdo de ::n:)He(reaiura em
Silica Pancredtica Hidrolise da relapéo 5 enzima
Mesoporosa (PPL) triacetina e Reagao | . ¢ (WANG et
. e livre
Amino- de esterificagdo do . al., 2012)
funcionalizada | Adsorcdo acido caprilico com 67,47% em ester
’ alcool cap rilico para NH-MS-PPL
P ’ ~20% em éster
para a PPL (livre)
Foi mais estavel
Candida que a enzima livre
Nanf)_partlcula rugosa (CRL) Hidrélise do Sleo para os estudos de (ALl et al,
de silica de oliva estabilidade em pH 2016)
mesoporosa Ligacdo (7,5e8,0)e
funcionalizada | Covalente termoestabilidade
a50°C
. E (eficiéncia de
Silica Burkholderia Reacdo de imobilizacdo) 73% Este
lata s - trabalho
Mesoporosa - Hidrélise R (retencdo) 170%
Adsorcao (PNPP) (2020)

Fonte: Autoria propria (2020).

Por exemplo, Wang et al. (2011) sintetizaram uma silica mesoporosa amorfa
para aplicar como suporte na imobilizacdo (adsorcdo) da PPL. Os resultados
mostraram que a enzima imobilizada apresentou pH e temperatura 6timos
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superiores a epgzjma, livre. Além disso, a atividade relativa da PPL imobilizada
reteve cerca de 45% da atividade catalitica inicial apds incubagao a 60 °C por 2 h,
enquanto PPL livre permaneceu apenas cerca de 20%, ou seja a
termoestabilidade aumentou apds a imobilizagdo. A enzima imobilizada foi
reutilizada em reacdes de hidrélise da treacetina e apds 6 reusos, apresentou
cerca de 45% da atividade relativa inicial.

Wang et al. (2012) prepararam uma silica mesoporosa funcionalizada e
empregaram o material para imobilizar lipases de PPL (NH-MS-PPL). Os estudos
compararam a eficiéncia catalitica da lipase imobilizada na mesma silica ndo
funcionalizada (MS-PPL). A atividade de hidrdlise da treacetina da lipase
imobilizada em NH-MS foi quase o dobro da MS. O PPL imobilizada em NH-MS
apresentou maior atividade relativa nas reutilizagdes para as reagdes de
hidrélise. Além disso, a esterificagdo utilizando acido e dalcool caprilico também
foi investigada e a taxa de conversao foi de 67,47%, 58,75% e 20% em éster para
a PPL imobilizada em silica funcionalizada, funcionalizada e livre (sem
imobilizagdo) respectivamente.

Ali et al. (2016), imobilizaram por ligacdo covalente, lipases de Candida
rugosa (CRL) em fibras de nanoparticulas de silica mesoporosa funcionalizadas
com grupos aminos. A Lipase imobilizada manteve acima de 81% a atividade
inicial apds 28 dias e 80% de atividade residual apds 8 ciclos repetidos (hidrdlise
do dleo de oliva). Foi mais estavel que a enzima livre para os estudos de
estbilidade em pH (7,5 e 8,0) e termoestabilidade a 50 C.

Apesar ndao de haver possibilidade de comparagdo dos resultados deste
trabalho com os reportados no Quadro 1, pois as rea¢des e parametros
estudados sdo distintos ao estudados neste projeto, destaca-se que a
imobilizacdo de lipases em suportes como silicas podem melhorar a eficiéncia
catalitica destas enzimas, além de possibilitar a reutilizacdo em alguns casos.

CONCLUSAO

Através desse trabalho pode-se concluir que a imobilizacdo da lipase de B.
lata apresentou alta eficiéncia de imobilizagdo (73%) e ativagdo apds o processo,
pois a retencao foi superior a 100% o que justifica a continuidade dos estudos
utilizando este suporte.
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