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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a imobilizagk lipase deCandida
antarcticatipo B (CalB) através de ligacdo covalente utildara resina hidrofilica
Toyopearl como suporte. Avaliaram-se varios prdtcale ativacdo, utilizando como
agentes ativantes: glicidol, glutaraldeido e etithamina (EDA), e seu efeito na
atividade hidrolitica do biocatalisador obtido. #ivelade hidrolitica dos derivados foi
avaliada pela hidrdlise do butirato de para-nimdée(PNPB) e utilizou-se como reagéo
de esterificagdo, a sintese do butirato de bugitepregando &cido butirico e butanol
como substratos. O suporte foi previamente cataatiy pela obtencdo de imagens por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), difratogas de raio-X (DRX) e espectros
de infravermelho (FTIR). A &rea superficial e aqsilade do suporte foram avaliadas
pelo método BET. Determinaram-se a concentracgwateina e a atividade enzimatica
do sobrenadante antes e ap0s os processos deizagin. O melhor resultado de
atividade hidrolitica da enzima imobilizada foi 884,17 + 43,29 U/g de suporte,
utilizando o suporte Toyopearl-Glioxil-EDA-Glutadglido (Toyo-GEG). Este valor de
atividade foi 1,56 vezes maior que o obtido padeiavado comercial Novozym 435. A
influéncia de diferentes concentracbes de protdgmaavaliada e observou-se a
saturacdo do suporte com uma concentracdo de 49 engR38,25 + 27,33U/g de
atividade. A influéncia dos tempos de incubacdomnmabilizacdo indicou que longos
tempos de imobilizagdo acarretam na diminuicdo ¢aidade hidrolitica dos
biocatalisadores. Nos estudos de estabilidade ¢aranb0° C, conseguiu-se um elevado
grau de estabilizacdo para o derivado, com esial#i térmica superior a da enzima
soltvel. Para o derivado obtido com 72 horas debilzacdo o fator de estabilizacédo
em relacdo a enzima sollvel e ao derivado comereigpectivamente, foi de 694,56 e
12,74. Quanto a estabilidade operacional, apésimee€iclo de sintese do butirato de

butila, o derivado Toyo-GEG reteve em torno de 78€26ua atividade inicial.

Palavras-chave: ligacdo covalente, glutaraldeitiienediamina, estabilidade térmica e
operacional




ABSTRACT

The objective of this work was to study the immidation of Candida
antarctica type B lipase (CalB) by covalent bond using hytibp resin named
Toyopearl as a support. The influence of activaiigants (glycidol, glutaraldehyde and
ethylenediamine) in the hydrolytic activity of thmocatalyst was investigated. The
enzyme preparations were tested in the hydrolyismaa-nitrophenyl butyrate (PNPB)
and in an esterification reaction, butyl butyragathesis from butyric acid and butanol.
The support was previously characterized by scaneliectronic microscopy (SEM), X-
ray diffraction (DRX) and Fourier transform infred (FTIR). Superficial area and
porosity were evaluated using BET method. Protedncentration and enzymatic
activity in the supernatant were determined befmd after immobilization process.
Best results of hydrolytic activity were obtaineding the enzyme immobilized in
Toyopearl-Glyoxyl-EDA-Glutaraldehyde (Toyo-GEG),897 + 43.29 U/g of support,
which is 1.56-fold higher than the hydrolytic adiywof Novozym 435. The influence of
different loadings of protein and the incubatiomeiin the immobilization were also
studied. The saturation of support was observeld avibad of 40 mg/g of support with
2238.25 + 27.33 Ulg. A decrease in the hydrolytitvity of enzyme preparations was
observed for long incubation times. However, thdrstability studies at 60° C, showed
that this parameter was important for enzyme staibn. Thermal stabilization by
immobilization was achieved and the immobilized yaneg was more thermal stable
than the soluble enzyme. The immobilized lipasg@red at incubation time of 72
hours was 694.59-fold more stable than soluble raezgnd 12.74 -fold than Novozym
435. In organic medium, cycles of synthesis of bbtytyrate was chosen to quantify

operational stability. After the seventh cycle, ®e8EG retained around 76 % of the
initial activity.

Keywords: covalent bond, glutaraldehyde, ethylemeane, thermal and operational
stability
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1. INTRODUCAO

Inimeros ésteres sdo considerados de grande impiartda vida cotidiana.
Produtos naturais, tais como triglicerideos, fagfdeos, esterdides, aromatizantes e
fragrancias, apresentam em comum uma ligacdo ésfgesar das diferentes
propriedades fisicas e diversas estruturas quintc&s possuem. Estes compostos
atuam como precursores e/ou aditivos na obtencagprddutos agro-quimicos,
plastificantes e polimeros, também séo largametilizados como aromatizantes na
indUstria alimenticia, farmacéutica e cosméticazfmet al.,2004).

Os ésteres sd@o geralmente produzidos por rotasogsim, a substituicdo desses
processos quimicos convencionais por processomatizos torna o desenvolvimento e
o aprimoramento desta tecnologia de suma impodantia vez que ha um crescente
interesse da industria por produtos obtidos atrdeéfontes naturais (Chen, 1996). Os
ésteres aromatizantes, ésteres de baixo peso rawlesdio amplamente utilizados em
diversos produtos alimenticios, farmacéuticos enébisos. O mercado mundial para
esses compostos esta avaliado em US$ 3 bilhdesmontante que representa
aproximadamente um quarto do valor do mercado tiz@lalimentares. Além disso,
guando preparados por processos enzimaticos pogletaicterizados como naturais
ou idénticos ao natural sendo, portanto, prefenmde mercado consumidor.

A obtencdo de ésteres pode ser efetuada por retasintese empregando
catalisador quimico ou bioquimico. Através da viaimatica, grandes melhorias do
processo podem ser obtidas, principalmente em &aelag reducdo de custos
operacionais (méao-de-obra, tempo de reacdo e dastoergia). Por esta razdo, é cada
vez mais crescente o interesse da aplicacéo dataiisadores em sintese organica (Cao
et al. 1999).

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C. 3.B) sdo enzimas que tém como
substrato natural triglicerideos, podendo tambétalisar a hidrélise de uma variedade
de compostos contendo misturas de ésteres de aadusxilicos. Estes dois processos
basicos podem ser combinados numa sequUéncia Iqmca efetuar reacbes de
interesterificacdo (aciddlise, alcoodlise e trareifgtacdo), dependendo dos reagentes
empregados (Jaeger e Reetz, 1998).

Aproximadamente 50 ésteres, formadores de arormoaamnf sintetizados por
reacdes catalisadas por lipases (Dalla-Vecehial, 2004). Em principio, 0 processo

pode ser realizado em meios reacionais contendmnaide alcool e acido carboxilico
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em presenca ou auséncia de solventes, resultandelexada produtividade e altos
rendimentos.

Essas enzimas tém se tornado bastante atrativadodavsua capacidade de
catalisar a sintese de diferentes ésteres de saeeriadustrial e por possuirem alta
estabilidade em solventes organicos. Além disso, me&cessitam da presenca de co-
fatores (Jaeger e Reetz, 1998 e Chen, 1996).

Para que a biotransformacao possa competir comdaigdio quimica otimizada,
alguns pontos de natureza técnica devem ser coada®e As enzimas na forma soluvel
sdo, normalmente, menos estaveis que o0s cataksadmpimicos e ndo podem ser
usadas em condi¢cBes severas, pela possivel desj@tue consequente perda de
atividade. Quando estocadas ou durante o uso, sgjéibas a inativacao por fatores
quimicos, fisicos ou biologicos (Svendsaral, 1997). Assim, as lipases imobilizadas
estdo se tornando cada vez mais Uteis para osspemnentos biotecnoldgicos. A
imobilizagdo assegura 0 aumento da concentracabiadatalisador por volume de
reator, o reuso das enzimas e minimiza o custeparacao dos produtos, desta forma
superando o inconveniente econémico associado laasse A imobilizacdo também
fornece flexibilidade operacional e melhora a dbtinle térmica e quimica das
enzimas (Balcéet al, 1996).

Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uatvidade -catalitica
superior. Além disso, ndo deverdo ocorrer altesac@struturais, bem como
modificacdes no sitio ativo (Chen, 1996). O usobdeatalisadores imobilizados €
crescente em escala industrial, especialmentedusstiia farmacéutica, de detergentes,
couros e panificacao (Dalla-Vecheaal., 2004).

Ha uma vasta quantidade de trabalhos na literajueatratam dos complexos
ativados e aplicacbes em reacdes que Se processane®s aquosos € Ndo aquosos.
Uma grande variedade de materiais naturais, siogtrganicos ou inorganicos, com
diferentes caracteristicas de tamanho, forma eidbeies foram estudados para a
imobilizacédo de lipases (Fernandez-Lafuesttal, 1993, Jaeger e Eggert, 2002, Dalla-
Vecchiaet al, 2004 e Rodriguest al, 2007).

Estudos comparativos mostram diferencas acentusddssempenho de lipases
imobilizadas nos varios suportes, e evidenciam agpesar das varias experiéncias
reportadas na literatura, a imobilizacdo de lipaseda € um desafio complexo, uma
vez que a extensdo da imobilizacdo depende datwstrda enzima, método de

imobilizagéo, e do tipo de suporte (Baleéaal., 1996 e Villeneuve, 2000). Em muitos
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casos, suportes que proporcionam uma elevada adwi@ estabilidade da enzima
apresentam sérias limitacdes de resisténcia mecéanie queda de fluxo do substrato,
gue os tornam inviaveis para a utilizacdo em aldipos de reatores.

Neste contexto, esta dissertacéo teve como objptincipal o desenvolvimento
de um biocatalisador com propriedades adequadas yEizacdo em um reator
enzimético para a producdo de um éster aromatizantieato de butila, em condi¢des
microaquosas. O butirato de butila contribui pafarmacao do aroma natural de frutas
como o abacaxi e a banana e é largamente utilimadadustria de alimentos (Chen,
1996). A enzima utilizada neste estudo foi a prag@w comercial de lipase tipo B de
Candida antarctica(CalB). Como suporte para imobilizacdo, foi esmmha resina
Toyopearl, baseando-se nas suas propriedades gqajntexturais e de resisténcia
mecanica, para o qual foram abordadas varias @gimatde ativacdo. O biocatalisador
foi obtido via imobilizacdo por ligacdo covalentedos os derivados foram avaliados
guanto a sua atividade catalitica. Para aqueleslgtiseram os melhores resultados foi
realizado um estudo dos parametros de estabilititieica e operacional, visando

melhorar o desempenho comercial destes biocatafissd
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Enzimas

As enzimas desempenham a funcdo de catalisaragdée® nos organismos.
Com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de BNA propriedades
cataliticas, todas as enzimas séo proteinas. Elasaliminuindo a energia de ativacédo
necessdria para que se atinja um estado de transiccorra reacdo quimica,
acarretando o aumento da velocidade de uma reagdmpfator de 10a 13’ vezes
comparado a uma reacdo nao catalisada. Isto odewilo os grupos funcionais
cataliticos da enzima formar uma ligacdo coval&atesitéria com o substrato e ativa-
lo para a reagao, ou um grupo pode ser transfaaasitoriamente do substrato para a
enzima, fornecendo uma alternativa de caminho paecao de energia menor. Desta
forma, os sitios ativos sdo complementares ndallastrato em si, mas aos estados de
transicdo por meio dos quais 0s substratos pasgantq séo convertidos aos produtos
durante uma reacdo enzimatica. Grande parte dor patalitico das enzimas é
derivado da energia livre liberada na formacdo déa® ligacOes e interagdes fracas
enzima-substrato, essa energia contribui para ac#gpdade, bem como para a
catalise, essas interacfes sao otimizadas no edgadansicdo da reacdo. (Lehninger
al., 2006).

As enzimas podem ser encontradas em células andmale plantas, bem como
em microrganismos. Entretanto, quando a permeab#idda membrana celular é
insuficiente para a passagem do substrato ou quamdorem reacdes laterais
indesejaveis, € necesséario conduzir a biotransfgfimmacom enzimas isoladas ou
purificadas. Atualmente, mais de 3.000 diferentezineas tém sido identificadas e
muitas isoladas em sua forma pura (Jaegel, 1994 e Dalla-Vechiat al, 2004).
Vérias tém sido obtidas na forma cristalina e aiéegia de aminoacidos, bem como a
estrutura tridimensional determinadas através walografia de raios-X e RMN-2D
(Uppenberget al.,1994).

O interesse industrial por tecnologias enzimaticasm aumentando
gradativamente, especialmente nas areas de engedbarroteinas e enzimologia em
meios n&o-convencionais, 0 que ampliou considarsae o potencial de aplicacao
das enzimas como catalisadores em processos iatkig¢Bvendsert al, 1997). Com

um mercado crescente e promissor, a maior partpratifucdo de enzimas ainda €&
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destinada as industrias de detergente e amido. éétmalo realizado por Castet al.,
(2004) o mercado mundial de enzimas foi estimadeena de US$ 1.355 milhdes por

ano, conforme dados apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1.Mercado global da industria de enzimas.

Milhdes de

Setor Enzimas délares (US$)

Alimentos fermentados, cervejaria, . .
a-amilase, glucoamilase,

edulcorantes, panificacédo, etanol de ) 500

) glucose isomerase
cereais
Detergentes Protease, lipase, amilase 450
Téxteis Amilases 150
Tratamento de couro Enzimas diversas 25
Téxteis, produtos alimenticios Celulases 25
Produtos lacteos Lactase 150
AllmeAntlplo, cervejaria, panificacéo, Papaina o5
terapéutico
Suco de frutas, vinicola Pectinases, pectina-essra 30
Total 1.355

Fonte: Castret al.,2004.

Enzimas isoladas ou purificadas possuem variasripdgmles que as tornam
atrativas para a biotransformacdo Elas tém se doroajeto de muitas investigacdes
devido a alta atividade catalitica e seletividade @®mparacdo com os catalisadores
convencionais, e ao fato de atuarem com alta afi@ém condi¢cbes reacionais suaves
(Castroet al.,1995 e Dalla-Vechiat al.,2004).

A utilizacdo de enzimas como catalisadores em emagintéticas em meio
organico nao é recente; as primeiras sao do idwigéculo XX. Entretanto, o interesse
por estes sistemas ressurgiu apos a publicacémat@hos de Zaks e Klibanov (1985)
e (1988), nos anos 80. As enzimas apresentavanapdilicdade em sintese organica
devido, principalmente, a idéia pré-concebida de gamente 0 meio aquoso era
propicio para manter a conformacao estrutural idatahente ativa. Entretanto, sabe-se
atualmente que muitas enzimas (ou complexos enzwsfitsdo cataliticamente ativas
em ambientes hidrofébicos, com eficiéncia similguela encontrada em solucdes
aguosas, ou em certos casos até superior. Algunmsas podem apresentar uma
maior rigidez em meio organico. Esta caracteristmee-se, em parte, a0 aumento das
interacdes eletrostaticas entre 0s grupos integgatd enzima em solventes organicos e

a baixa constante dielétrica da maioria deles mbém, ao aumento do nimero de
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ligacoes de hidrogénio intramoleculares, conferimdaior rigidez a molécula de

enzima.

2.1.1. Lipases

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases EC. 3.B) sdo enzimas classificadas
como carboxil esterases, catalisam a hidrélisestntese de acilgliceréis com acidos
graxos de cadeia maior ou igual a dez atomos dmiay sendo o trioleoilglicerol o
substrato padréo (Jaegaral., 1999 e Jaeger e Eggert, 2002). A maioria dasdgpéas
caracterizada por atuar em interfaces organicosapi@nde 0os mecanismos da catalise
dependem da organizacdo dos lipidios na interfeadla-Vechiaet al., 2004). A
diferenciacdo entre uma lipase e uma esterase JHACL.1) estd na ocorréncia do
fendbmeno interfacial. As lipases possuem maioridetde em substratos insoluveis,
tipicamente triglicerideos compostos de acidosagale cadeia longa com mais de 10
atomos de carbono, enquanto as esterases atuaobstra®s soluveis, principalmente
ésteres simples, tias como o acetato de etilaijgkcérideos compostos de acidos
graxos de cadeia curta com menos de 6 carbonosstAsases obedecem a cinética de
Michelis-Mentem enquanto as lipases necessitamnda oninima concentracdo de
substrato para que atividades elevadas sejam slifsll@a e Amorim, 1999 e Palomo
et al.,2003).

Amplamente distribuidas na natureza, as lipase®séontradas em tecidos de
varios animais e plantas, e podem ser produzidasfggmentacdo usando varias
espécies de microrganismos, tais com os fungspergillus mucor, Rhizopus
penicillium, Geotrichunsp, as leveduragulopis sp e Candidasp e bactérias como
Pseudomonasp, Achromobactesp eStaphylococcusp. Do ponto de vista econémico
e industrial, as lipases provenientes de microsyaos sdo preferiveis as de fontes
animais e plantas, devido ao seu alto custo damsmito (Dumitriuet al., 2003 e
Castroet al.,2004).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massautarl variando de 20 a 75
kDa, atividade em pH na faixa entre 4 a 9 e em ¢égatpras variando desde a ambiente
até 70 °C. Seu ponto isoelétrico varia em uma fdx&,6 e 7,6, sendo que a maioria
delas possui pl entre 4 e 5. Lipases sdo usualmestéyeis em solugbes aquosas

neutras a temperatura ambiente apresentando, emasada, uma atividade 6tima na
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faixa de temperatura entre 30 e 40 °C. Contudo, tewmoestabilidade varia
consideravelmente em funcéo da origem, sendo aselfpmicrobianas as que possuem
maior estabilidade térmica (Kirk e Christensen,28®harmat al., 2001).

Estas enzimas sdo 0s mais versateis e os maienddisi biocatalisadores
empregados devido sua alta atividade e estabilidadecondicbes microaquosas
(Chulalaknasanukudt al, 1990, Zaks e Klibanov, 1988 e Yadav e Lathi, 2008m
da versatilidade, as lipases sdo biodegradaveimiaigeletivas, régio-especificas e
apresentam baixa toxicidade permitindo a obtengiprddutos com elevado grau de

pureza sem causar fortes impactos ambientais [Jadgggert, 2002).

2.1.2. Aplicagdes de lipases

As lipases catalisam uma série de diferentes reagdém de catalisar a quebra
das ligacdes de éster de triacilglicer6is com osgoro de moléculas de &agua
(hidrolise), as lipases sdo também capazes deseatal reacéo reversa sob condi¢des
microaquosas, como por exemplo, a formacdo dedegéster, a partir de um élcool e
acido carboxilico (sintese de éster). Estes doisgssos basicos podem ser combinados
numa sequéncia légica para resultar em reacOesntéeesterificacdo (acidolise,
alcodlise e transesterificacdo), dependendo dogentes de partida empregados
(Balcéoet al.,1996).

Outros compostos, além de agua e alcool, podem uskzados como
nucleodfilos em reacbes catalisadas por estas eszibesta forma, as lipases podem
participar de reagBes como amindlises, tiotransBséedes e oximolises, em solventes
organicos, com elevada seletividade. O uso desieatailisador em amindlise de
ésteres, em meios anidros, tem sido bem sucedidintese de peptideos e amidas de
acidos graxos. Esses resultados sdo promissorasapatilizacdo de tecnologia de
lipases em sintese de peptideos opticamente apwadisneros, surfactantes e novos
detergentes com baixo custo. A atividade hidralitia lipase pode ser diretamente
relacionada com sua atividade de sintese, mas e&pandente de sua atividade de
interesterificacdo. Lipases de diferentes fontescafpazes de catalisar a mesma reacao,
embora possam diferir no desempenho sob as mesmdg@es reacionais (Casted
al., 2004).
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As lipases vém conquistando uma faixa crescentendocado de enzimas
industriais, principalmente nos setores quimicabneenticios, as principais aplicacdes

sdo mostradas na Tabela 2.2.

Tabela 2.2.Aplicacdes industriais das lipases.

Setor Efeito Utilizado Produto

Alimenticio

Agente aromatizante para

Laticinio Hidrdlise da gordura do leite manufatura de produtos
lacteos
L Melhoramento do sabor/qualidade, Confeitos e bolos
Panificagcéo _
prolongamento do tempo de prateleira
Melhoramento do aroma e aceleracddBebidas alcodlicas, ex: saqué,
Bebidas da fermentacéo, por remocao de vinho e outras

lipideos

Processamento de Melhoramento da qualidade do ovo Maionese, molhos e cremes

derivados do ovo por hidrélise dos lipideos

Processamento de Desenvolvimento de aroma e remoc¢a®rodutos embutidos

carne e peixe de excesso de gorduras

Transesterificacdo de Oleos naturais Oleos e gorduras modificadas
Processamento de o ) . _ _
Hidrdlise de 6leos (acidos graxos), (substitutos da manteiga de

Oleos
diglicerideos e monoglicerideos) cacau)
Quimico
Quimica fina Sintese de ésteres Esteres
Remocao de manchas de 6leo e Detergentes
Detergentes
gorduras
. Digestéao de 6leos e gorduras de Digestivos
Farmacéutico )
alimentos
Analitico Andlise de triglicerideos no sangue Dizgjito
Cosmético Remocao de lipideos Cosméticos em geral
Remocéao de gorduras das peles dos Produtos de couro
Curtume o
animais
_ Decomposicdo e remocao de Limpeza de tubulacéo,
Diversos .
substancias oleosas tratamento de efluentes

Fontes: Sharmat al.,2001 e Castret al.,2004.
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2.1.3. Mecanismo de ac¢ao das lipases

Em seu ambiente natural as lipases em geral sé@&da$i por uma interface
lipidio-agua onde a fase apolar é formada peloprig® substratos (Sarda e Desnuele,
1958). A diferenca mais importante entre as “veettag” lipases e outras hidrolases,
como as esterases, sao as interacdes fisico-gsigvoa seus substratos. Em contraste
com as esterases, que apresentam atividade de dliischMenten normal, ou seja, a
atividade da esterase aumenta conforme a concgatdig substrato aumenta, até um
limite por saturacao, as lipases néo apresentamdadie enquanto seus substratos estao
presentes na solugcdo em estado monomérico. Contudmdo a concentracdo do
substrato estd proxima ou ultrapassa o seu limgtesaubilidade, ocorre um rapido
aumento na atividade da lipase. A razao pela gual ippase n&o hidrolisa substratos
que estejam abaixo de uma concentracdo minima rieeotyacdo micelar critica,
CMC), porém somente em concentracao acima deskamada de ativacao interfacial.
Esse fenbmeno mais conhecido originado de estuih@tioos recentes de reacdes
lipoliticas, relaciona o aumento da atividade daade em funcdo de substratos
insolaveis, que formam emulsdo. Lipases, difereategendas esterases, sdo definidas
como carboxilesterases que atuam em substratossi@oados. O mecanismo de
ativacao interfacial estd associado a mudancasomoationais na enzima (Silva e
Amorim, 1999 e Dalla-Vechiet al.,2004).

A determinacéo da estrutura tridimensional da épmsnece uma explicagao
elegante para a ativacao interfacial. O sitio atilas lipases € coberto por uma
superficie entrelacada, denominada de tampa (odapoQuando ha ligacdo do
substrato na superficie da enzima, esta tampa smvakerando a forma fechada da
enzima para a forma aberta, com o centro ativoaagoessivel ao substrato e, ao
mesmo tempo, expondo uma larga superficie hidrofogue facilita a ligacéo da lipase
a interface (Jaeget al.,1994 e Palomet al.,2003).

O sitio catalitico € formado pela triade catalies-His-Asp/Glu, que se repete
em todas as estruturas e € freqientemente protegidnolécula por uma “tampa”
hidrofobica ou “lid” que ao interagir com a inteséalipideo/agua sofre uma mudanca
conformacional, expondo o sitio ativo. A presengdtdmpa’ na estrutura da enzima e
a propriedade de ativacao interfacial passaranr datmes para a caracterizagdo de
lipasesMais recentemente, entretanto, observou-se quesamga da “tampa” ndo esta

necessariamente correlacionada com a ativacadaiciedr sendo que algumas lipases
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gue apresentam a “tampa” em suas estruturas, fi@mnsativacao interfacial, como se
estivessem numa conformacgédo sempre aberta. Par ladiw, a lipase B d€andida
antarctica, a lipase de cobaia e as cutinases, enzimas codade lipases
“verdadeiras”, ndo apresentam a “tampa” e nao gaatida interface para exercer a
atividade hidrolitica (JaegerReetz, 1998 e Martinel&t al.,1995).

O mecanismo da reacéo de hidrolise de ligacao éatalisada por esterases e
lipase pode ser observado na Figura 2.1. A hidra@lssubstrato inicia-se com o ataque
nucleofilico pelo oxigénio da hidroxila da serina @&omo de carbono suscetivel da
ligacdo éster, levando a formacdo de um intermiediatraédrico estabilizado pelas
ligacbes do hidrogénio a atomos de nitrogénio deduwes da cadeia principal
pertencente a cavidade de oxianion. Um &lcoole¥ditio apds a formagdo do complexo
acil-lipase, o qual € finalmente hidrolisado comliteeracdo dos acidos graxos e
regeneracdo da enzima. Os substratos e os estadtvandicdo gerados durante o
processo catalitico deverdo ser ligados por infe®gnultiplas ndo-covalentes com a
superficie da enzima. Consequentemente, a forcdodas estas interagfes sera
fortemente dependente da distancia e dos angulostelecao da enzima com o
substrato, resultando na formacdo de um sitiogdgdio altamente seletivo (Balcéb
al., 1996).
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Figura 2.1. Mecanismo da reacéo de hidrolise de ligacdo éatafisada por esterases

e lipases (Jaeget al, 2004).

2.1.4. Lipase deCandida antarcticatipo B

A enzima utilizada neste estudo foi a lipase tipad@Candida antarctica

(CalB), que possui estrutura globular, é constitwd 317 residuos de aminoéacidos, tem
dimensdes de 30 A x 40 A x 50 A, massa moleculaMMe 33 kDa e ponto

11



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica Carneiro, E. A.

isoelétrico (pl) de 6,0. O pH 6timo desta enzima @& embora ela permaneca estavel
em uma ampla faixa de pH alcalino (7,0 a 10,0). Celacdo a temperatura, mesmo a
CalB ndo sendo tdo estavel na forma solavel, nendoimobilizada esta enzima
apresenta elevada estabilidade, podendo ser dtlieen altas temperaturas por varias
horas sem perdas significativas na sua atividadepébberget al, 1994, Kirk e
Christensen, 2002).

A CalB é um biocatalisador com uso bem diversificad tem sido alvo de
diversos estudos, pois exibe elevada régio-saleiid e enantioseletividade com
relacdo as demais lipases. Na forma imobilizadareoan uma ampla faixa de
condicBes experimentais, existem varios trabalhostrando alta eficiéncia na catalise
de varias reacdes em meio organico tanto em edealaboratorio quanto para uso
comercial (Costa e Amorim, 1999).

Esta enzima néo apresenta o fendbmeno de ativaigitacial, responsavel pela
hiperativacao caracteristica de outras lipasegresanta grande afinidade por ésteres de
cadeia curta (Martinellet al.,1995). Exibe atividade n&o especifica para tigiaeos,
mesmo em elevadas temperaturas, mas apresentdelestereoespecificidade, tanto
em hidrélise, como em sintese orgéanica, provavekneevido a presenca de um
limitado espaco disponivel no bolso hidrofébicosilio-ativo. Por esse motivo possui
alto grau de seletividade, sendo também potencidénanportante em sintese de
glicolipideos (Uppenberet al., 1994 e Palomet al.,2003).

Alguns autores (Martinelleet al., 1995, Palomoet al.,, 2002 e Kirk e
Christensen, 2002) observaram que na estruturaally € sitio ativo esta acessivel ao
solvente através de um canal tortuoso, medindokapaalamente 10 A x 4 A de area e
12 A de profundidade, sendo suas paredes bastahtefohicas e formadas por

residuos alifaticos alinhados (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Sitio ativo da lipase tipo B déandida antarcticacom (a) vista superior e

(b) secao transversal (Uppenbetal.,1994).

A sequéncia e a estrutura cristalina da CalB fevigamente determinada por
Uppenberget al. (1994), inicialmente foi proposto que uma pequeticdoS presente
na estrutura poderia atuar como uma tampa devidobservacdo de estruturas
cristalinas em desordem, indicando uma possivéaate alta mobilidade.

Os resultados obtidos por Martinebe al. (1995) mostraram que a CalB nao
apresenta o fenbmeno de ativagédterfacial, embora esse comportamento seja mais
comum para esterases, ela deve ser classificada tipase pois mostra atividade
maxima tanto em interfaces lipideo/agua como palbateatos no estado monomérico.
Com base nessas informag@es, foi concluido qudieehdéd ndo estd envolvida em
nenhuma mudanca conformacional que pudesse cantra@a@esso ao sitio ativo, ao
invés disso, essa hélice moével pode ser considesan parte de uma ligacdo a
interface lipidica, “ancorando” a lipase a intedac

O fator limitante para a atual aplicacdo industdi@lCalB &, provavelmente, o
preco relativamente elevado dos derivados comerdiaponiveis no mercado (o valor
da Novozyme 435 é de £ 500 por kg, equivalente all$3,15) embora alguns
processos que necessitem de elevado pureza e dmsewnpacam uso destes
biocatalisadores. Faz-se necessério a producdo edeadbs com desempenho
compativel a precos mais acessiveis, para a extatsaplicacdo na producdo de

ésteres de interesse comercial.
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2.2. Imobilizacdo de enzimas

As enzimas sollveis, devido a sua natureza protéfmamenos estaveis que 0s
catalisadores quimicos e ndo podem ser usadas edic@es severas, pela possivel
desnaturacdo e consequente perda progressiva vidaadd funcional. Para que a
catalise seja eficiente em um determinado procdssmecessidade de protegé-las da
interacdo com o solvente, meio no qual é realizadaacdo, pois 0 mesmo poderia
provocar a inativagdo, impossibilitando a catétlaereacdo (Zaks e Klibanov, 1988 e
Chulalaknasanukudt al., 1990). O custo elevado das enzimas soluveis, tamiraita
severamente seu uso para finalidades comerciaisoode enzimas puras pode ser
dispendioso e seu descarte ap0s o uso é economiearmneiavel. Além disso, a
recuperacdo do meio reacional pode ser dificil @bozt al.,2004b e Svendsest al.,
1997).

O principal interesse em imobilizar uma enzima teilobm biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadast@uo processo, em comparacao a
sua forma soluvel. A imobilizacdo pode inibir ourgntar a atividade e estabilidade da
enzima, porém nao existe uma regra que prediganaterado destes parametros apos o
processo de imobilizacao (Soaetsal, 2002).

Novas técnicas de imobilizacdo tém sido desenvadvighara fornecer a
estabilidade das enzimas e facilitar sua recuperag&utilizacdo. A utilizagao destas
técnicas tem sido crescente nos ultimos vinte @osom isso, novas informacdes
tedricas e aplicacOes praticas estdo surgindo.ocOdasbiocatalisadores imobilizados
também é crescente em escala industrial, especitdnma industria farmacéutica, de
detergentes, couros e panificagdo, entre outrdta(Machiaet al.,2004).

Assim, as lipases imobilizadas estdo tornando-gda waz mais Uteis para 0s
processamentos biotecnolégicos. A imobilizacdo qasseo reuso das enzimas, pois
permite a remocdo da enzima do meio reacional,n@mza o custo de separacdo dos
produtos, desta forma superando o inconvenientedetico associado ao seu uso. A
imobilizacdo também fornece a flexibilidade opewaal devido & melhora das
estabilidades térmica e quimica das enzimas atrdeéestabilizacdo da estrutura

terciaria da proteina (Balc&b al., 1996 e Villeneuve, 2000).
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2.3. Métodos de imobilizacao

Nos ultimos anos, com o intuito de contornar ossipass problemas de
instabilidade e, assim, otimizar as varias aplieac@os biocatalisadores, foram
apresentados na literatura varios procedimentasndeilizacdo (Fernandez-Lafuerge
al., 1993, Jaeger e Eggert, 2002, Dalla-Vecehial, 2004 e Rodriguest al, 2007),
sendo que estes processos envolvem diferentesdgaumnplexidade e eficiéncia.

Os processos de imobilizagdo requerem uma interfagéa ou a formacéo de
ligacbes covalentes entre a lipase e o0 suportem@wdos de imobilizacdo mais
utilizados fazem uso de adsorcdo ou ligacdo coialéia enzima a um material
insolavel, pelo uso de um reagente multifunciontthveés de ligagBes cruzadas,
confinamento em matrizes formadas por géis poltnériou encapsulamento em

membrana polimérica em micelas reversas (Villene2®@0), ver Figura 2.2.

Métodos para Imobilizacdo de enzimas

L
Encapsulacao Ligacéo
| | '
I I Por adsorgao Por ligacdo
Em matriz Em membrana (fisica ou ibnica) Covalente

LI I

T@8C | X\/ I

B [Mlcrocapsulas Entre membra 3 No suporte Por ligagao cruzada
n r

= B macroscop|cas entre a enzima
(®e (e
- 8¢ 8¢

J@®C
J&@

Figura 2.3: Métodos de imobilizacao de enzimas (DaIIa—Veceh]iaI., 2004).

Um dos fatores que sempre deve ser considerado tihzagio de um

7

determinado sistema de imobilizacdo é o tipo deragfio entre o suporte e o
biocatalisador, que pode influenciar diretamentestabilidade e nos efeitos cinéticos
da catélise (Villeneuve, 2000 e Zaks e Klibano\88.6 1985).

A principio, todos 0s métodos existentes para itimigdo podem ser
empregados para lipases, dando-se preferéncidizag¢éidb daqueles que apresentem

uma alta retencéo de atividade. Para uma produgagrande escala diversos fatores
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devem ser levados em conta para escolha do prodessmwbilizacédo a ser utilizado: a
metodologia deve ser reprodutiva, o processo née sker muito demorado (oneroso), o
método deve conferir alta estabilizacdo da enzinobtencdo de um derivado com
elevada atividade.

2.3.1. Imobilizagéo por adsorgéo

O método mais facil de preparar uma enzima imaubz estd baseado na
adsorcéao fisica das moléculas desta sobre a stpeti matrizes sélidas. O método
consiste em colocar em contato a solucao aquosaziiaa e o suporte. Entre todos os
métodos, o de adsorcdo € o mais utilizado paradgédevido a facilidades no preparo,
na recuperacado do suporte e ao baixo custo reldiste método tem sido muito util
em sistemas ndo aquosos, em que a dessorcao cersEgavitada devido a baixa
solubilidade da enzima nos solventes hidrofébi@adogoet al, 2006).

A enzima é imobilizada em um suporte sélido paadiies de baixa energia, tais
como interagBes de van der Waals ou hidrofobidgacdes de hidrogénio e ibnicas,
entre outras. Varios materiais podem ser usadas gse proposito e a escolha de um
deles depende de suas propriedades, como for¢caniceecdstabilidade fisica e quimica,
carater hidrofébico/hidrofilico, capacidade de agdo de enzima e custo (Villeneuve,
2000).

Os materiais utilizados como suportes podem sg@énicos ou inorganicos
sendo que o0s mais comuns sao a silica, aluminajacaativado, e varios
polissacarideos, além de polimeros que podem s$@rai|a como agar, ou sintéticos.
Balcdo et al, em 1996, publicaram uma compilacdo de métodosmadilizacéao,
mostrando que varios materiais podem ser utilizadass como polietileno,
polipropileno, celite, resina sintética, celulosefadex, entre outros.

O uso de suportes porosos é vantajoso porque ma&rézadsorvida no interior
dos poros. A eficiéncia depende também da conggtrda enzima. A quantidade de
enzima adsorvida por quantidade do suporte aumeata a concentracdo do
biocatalisador, atingindo um patamar de saturd€ét® processo, em geral, € realizado
a temperatura constante e isotermas de adsorcdold#ilas, as quais seguem as
equagdes de Langmuir ou Freundlich (Rodrigues, 2005
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O sucesso e a eficiéncia da adsorcdo de uma emzimam suporte, que em
geral € na superficie, depende de varios paramétiexcomo tamanho da proteina a ser
adsorvida, area superficial do adsorvente e, prahciente, da porosidade e tamanho do
poros (Villeneuve, 2000).

A superficie do suporte, para imobilizacdo de Bsapor adsorcdo, pode ser
modificada quimica ou fisicamente utilizando diféges moléculas que conferem
carater hidrofébico ao suporte resultante. Receséen um método de modificacdo da
superficie do suporte empregando adsor¢cdo de bhlnafs, pequenas proteinas
secretadas por fungos filamentosos, foi desenwwlvAk hidrofobinas agem como
particulas hidrofébicas ativantes da lipase, comder a estas, propriedades similares
aguelas lipases adsorvidas em suportes convengifBaisaret al., 2001 e Palomet
al., 2003).

Estudos realizados para a imobilizacédo de lipase. agylindraceapor adsorcao
em zedlita Y (Knezeviet al., 1998) e lipase d€. cylindraceae deC. rugosapor
adsorcdo em oOxido de niodbio (Caseb al, 2000) apresentaram grandes perdas de
atividade, ambos, para a hidrélise de 6leo de pafaatroet al, (2000) conseguiram
reter, apGs cinco ciclos, apenas 25 % da atividaidé&al enquanto Knezeviet al.,

(1998), apos sete ciclos, reteve apenas 10 %.

2.3.2 Imobilizagéo por confinamento em matriz

Duas das técnicas de imobilizacdo mais utilizades provavelmente, as de
inclusdo ou microencapsulacdo em polimeros ins@uffermando filmes), ou em
microcapsulas. A imobilizacdo de um biocatalisadarinclusdo ou microencapsulagéo
consiste em “confinar” uma proteina em um poliménsolivel ou em uma
microcapsula. A microencapsulacdo € muito simitampeocesso de inclusdo, embora
neste caso a enzima seja totalmente envolvidagilema. Neste sistema cria-se uma
cela artificial delimitada por uma membrana pordg@léculas grandes, tais como
enzimas, ndo sao capazes de se difundir atravda desmbrana, enquanto que
pequenas moléculas, como substratos e produtafifuselem com velocidade maior
(Dalla-Vechiaet al, 2004).

A vantagem da utilizacdo desta técnica é que amenzndo interage

quimicamente com o polimero, evitando, assim, anatesacdo. Contudo, a
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transferéncia de massa através da membrana podensproblema. A velocidade de
difusdo dos substratos e produtos através da mambgaum fator limitante e
geralmente sdo necessarias altas concentracfegbdgatos a fim de limitar esta
influéncia. As enzimas encapsuladas apresentamdad® mais elevada em substratos
de baixa massa molar, pois estes compostos seddifurpela membrana e se
aproximam com mais facilidade do sitio ativo dachialisador (Villeneuve, 2000).

O uso de agentes gelificantes naturais, como galafigarose e k-carragenas,
tem sido testado para a formacao de organo-gelict@emulsdo, bem como hidrogéis
(sem surfactante e 6leo). O procedimento mais comtilirpado para a encapsulacao
envolve a unidao de dois ou mais polimeros, em edpeaissacarideos, como alginatos
e carragenas que sdo encontrados em algas markfdtas. formam géis em contato
com cloreto de célcio e potassio e sdo muito atilis para inclusdo de proteinas
(Dalla-Vecchiaet al,, 2004).

Yadav e Jadhav (2005) imobilizaram varias lipasgs B de C. antarctica
(CalB), Pseudomonas cepac{®SL), C. rugosa(CRL) e lipase do pancreas de porco
(PPL), em silica hexagonal mesoporosa (SHM) poorgds e por encapsulacdo em
matriz de alginato de céalciBara a imobilizacdo com CalB, apés 4 ciclos deadeag

transesterificacdo em dioxano, a enzima reteveckr®6 % de sua atividade.

2.3.3 Imobilizagéo por ligacéo covalente

A utilizacdo de proteinas modificadas quimicametetee inicio no final da
década de 50, sendo que a técnica foi originalmdagsenvolvida para auxiliar na
elucidagéo da estrutura de proteinas. Desde odadEcada de 70, muitos trabalhos de
modificacdo de proteinas para uso em sintese tirapresentados com o objetivo de
alterar e melhorar as propriedades da lipase n@ddiaa-Vecchiaet al, 2004).

A enzima é retida no suporte através da ligacamlente entre os grupos
funcionais reativos do suporte e 0s grupos termimE enzima. O procedimento
envolve a modificagdo quimica de um residuo de @acido, através da formacéo de
uma ligacdo covalente da enzima com um materialimsl em agua, pela fixacdo da
enzima em matriz por ligacdo covalente ou pela &géo de ligacdes cruzadas numa
matriz, contendo a enzima e usando varios agenfescionais (Guisan, 1988,
Fernandez-Lafuentet al.,1993 e Cardias, 1996).
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A maioria das enzimas apresenta alguns residuna bs quais, geralmente, néo
estdo envolvidos no sitio ativo da enzima. A ligagbzima-suporte deve ser feita entre
0S grupos amino terminais (ou grupos lisina resgjudevido sua reatividade. Os
grupos amino sao polares e ficam expostos na $ciperda proteina e, quando
desprotonados, tornam-se muito reativos, atuandmw @gentes nucleofilicos contra os
atomos com carga parcial positiva presentes narf&tipedo suporte (Fernandez-
Lafuenteet al.,1993).

Em pH neutro, a reatividade dos grupos lisina danes € muito baixa por causa
do seu pKa (em torno de 10). Com valores de pHoenotde 7 a ligacdo covalente da
enzima ao suporte é feita de maneira unipontual pEni0, o ataque multipontual se
torna possivel devido o aumento da reativiadadeteslesesiduos lisina e,
consequentemente, um numero maior de bases dé &ébifmado (Mate@t al., 2000
e Blancoet al., 989).

A formacéo de ligacdes multipontuais entre a enamasuporte 0 que provoca
mudancas conformacionais e, consequentementenagfoes no sitio ativo da enzima.
Imobilizacdes em pH 10 favorecem a ocorréncia gacbes multipontuais e quanto
maior o tempo de incubacgdo a tendéncia é ocorreagla vez mais interagbes (Mateo
et al, 2007). Este valor de pH é necessario para qugr@sos aminos estejam
desprotonados e consequientemente mais reativaeéavalo a formacdo das bases de
Schiff entre a enzima e suporte, em condi¢desiafsalas proteinas tornam-se mais
hidrofilicas (Guisan, 1988). Desta forma, os gruagwéno terminais da enzima ligam-

se aos grupos aldeido presentes no suporte (RRd)gpreviamente ativado.

Figura 2.4: Os grupos amino da enzima ligam-se aos grupoddaldaesentes no

suporte.
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A partir desta reacao sao formadas bases de Shyfirg 2.4) entre a enzima e o
suporte (Pedrochet al., 2006).

@)
4</ + —NH2 Aary —HC=N—-
H
Suport-Aldeido  Enzimi~Amino Base de Sch

Figura 2.5: Ligacao do suporte a enzima pela formacao dedmSehiff.

Quando a enzima faz ligacdes multipontuais ao seipmo invés de realizar
ligagdo unipontual isto confere a lipase uma maistabilizacdo, provavelmente, a
ligacdo multipontual ao suporte mantém a enzimaseanforma mais estavel mesmo
quando submetida a condicbes adversas de temgerduante longos periodos de
exposicao. A forte interagcdo entre a enzima e @rseipobtida neste processo, pode
tornar a molécula enzimética mais rigida e, corseiginente, menos sensivel aos
efeitos do meio, embora isso acarrete perdas &igtivfas nas atividades dos derivados
(Palomoet al.,2003 e Tardiolet al.,2003).

Na literatura (Pedrochet al, 2006), ha relatos da relacéo direta do aumesdo d
ligagBes da enzima ao suporte com o acréscimotahiletade térmica e operacional
dos derivados obtidos, embora os processos de lireglsio que envolva ligaces
multiplas resultem em atividades relativamente meso

Palomo et al. (1996) imobilizaram a lipase delucor miehei (LMM) em
diferentes resinas epoxi funcionalizadas com difee grupos (epoxi-iminodiacético-
Sepabeads, IDA, epoxi-etilenodiamina-Sephabeadsh, B quelatos epdxi-cobre-
Sephabeads, IDA-Cu2+) e adsorvida via ativacaofadel em suporte octadecil-
Sepabeads. A enzima imobilizada nos diversos spdoi utilizada na resolucédo do
acido (R,S)-2-butiril-2-fenilacético, em diferentesndicfes de temperatura e pH. As
propriedades cataliticas, atividade, especificidagle enantiosseletividade foram
dependentes do tipo de suporte utilizado.

Trabalhos recentes (Rodrigues, 2005 e Silva, 268%) utilizado método de
ligacdo covalente para a imobilizacdo de CalB, epodes com grupos funcionais

amino e hidroxila.
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2.4. Escolha do suporte para imobilizacao

As propriedades cataliticas de lipases sao forteménfluenciadas pelas
caracteristicas do suporte. A escolha do suporteip®bilizacdo de enzimas depende
de varias caracteristicas que sao importantesanagicacdo em processos industriais,
tais como: resisténcia mecanica e microbiana, disade térmica, funcionalidade
quimica, carater hidrofébico ou hidrofilico, faddide de regeneracdo, morfologia
(superficie de contato e porosidade) e custo (wilere, 2000).

Em geral, os suportes utilizados nos processosndbilizacdo devem possuir
uma grande area superficial (superficie macroseopi@rea das paredes internas dos
poros) para obtencdo de alta capacidade cata#itica ainda, distribuicdo de poros
homogénea, com tamanho de poro adequado paraspa@enzima e aos substratos e
produtos. A enzima imobilizada no interior dos [@oesta protegida contra a formacéo
de agregados no processo de imobilizacdo e conma@iaacdo ocasionada por agentes
externos (turbuléncia do meio, temperatura, fodgaca, solvente), permitindo obter
derivados com maior estabilidade operacional (Mated.,2007).

E desejavel que o suporte possua caracteristicapativeis com as moléculas
da enzima para prevenir a formacéo de ligacdesspecificas (Tardiokt al., 2003).
Deve possuir grande densidade de grupos funciomaés possam ser facilmente
substituidos por grupos reativos para possibiitamobilizacdo. O suporte deve ser
estavel a uma ampla faixa de pH, em solugéo salag resistir a solventes organicos
e reagentes utilizados no processo de ativacas, @rdicdes reacionais. Deve ser
fisicamente estavel, desejavel certa rigidez meeaej principalmente, baixo custo de
preparagao para aumentar a viabilidade de aplicadaéstrial. Dificilmente encontra-se
um suporte que atenda a todos estes requisitds, meslo, a sua escolha deve levar em
conta a finalidade.

Os compostos cristalinos tém uma rede organizagia, menor numero de
intersticios e superficie mais uniforme, o que predieizir, neste caso, a imobilizacdo de
enzimas ao suporte. A utilizacdo de materiais amsoéfa mais recomendada para esta
finalidade (Yadav e Jadhav, 2005).

Os materiais macroporosos tém sido bastante uldza&domo suportes para a
imobilizagdo de enzimas. Estes materiais possudrat@ss complexas e oferecem
uma grande area superficial, que permitira intexagiroteina-superficie planas, ideais

para estabelecer ligacdes em varios pontos, jdoguerocessos de imobilizacdo sao

21



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica Carneiro, E. A.

fortemente afetados por impedimentos estéricostalugntagem destes suportes é a
existéncia de poros de tamanhos regulares, qu@rséoles o suficiente para serem

usados nos processos de imobilizagcéo (Yadav e Ja2ib@b).

2.5. Toyopearl

As resinas Toyopearl sdo macroporosas e hidrdfilessdo utilizadas como
recheio de colunas cromatograficas em bioprocegpasa processos em escla
cormatografica). Estas resinas sado semi-rigidas féémato esférico e sdo sintetizadas
através da copolimerizacdo do etileno-glicol emelos do tipo metacrilatos. O alto
grau de ligacdes cruzadas presentes em sua esttiduconfere resisténcia quimica.
Elas possuem elevada resisténcia em solventes icogamalém de nao sofrem
degradacéo por microrganismos. Apresenta estatdida faixa de pH de 2 a 13, sendo
bastante resistente ao ataque acido e basico. |Audvel em agua até 120° C. Essas
caracteristicas contribuem para esses materiagsnsamplamente utilizados para o
empacotamento de colunas para processos cromatogréfdustriais, pois sua elevada

rigidez permite o uso de altas taxas de fluxo. ¢hdBioscience LLC).

£
(HW)— 0-R-0-CH.-CH-
(W)~ 0-r-0-cHy CH CH

Figura 2.6: Representacao da resina Toyopearl mostrando psgfuncionais reativos
(amino e hidroxila), em que R é a representacdairderadical hidrofilico (Tosoh

Bioscience LLC).

A resina Toyopearl AF Amino 650 pode estabeleagagibes tanto com seus
grupos carboxilatos (formacdo de ligacdo peptidica) grupos amino (aminacgéo
seguida de reducao) (Tosoh Bioscience LLC). Osag@tdeido podem ser inseridos na
resina através de agentes ativantes seguido oud@&umxidacdo por periodato sob

condi¢cOes suaves.
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Sasakiet al., (1985) utilizaram Toyopearl para a imobilizacdo utease para
utilizacdo em reator de leito fixo, obtendo valadesalta atividade catalitica durante 21
dias operando a 37°C. Fernandez-Lafueete al. (1999) fizeram estudos de
imobilizacdo covalente de proteinas multiméricdgijdas a partir de extrato protéico
produzido porEscherichia coli utilizando Toyopearl e Sepabeads preparado com
glicidol, etilenodiamina e glutaraldeido, obtendm umaior nimero de proteinas

multiméricas ligadas covalentemente ao Sepabeadsalpara o Toyopear!.

2.6. Ativacao

Para que a enzima estabeleca uma ligacdo covatenteo suporte se faz
necessaria a presenca de grupos funcionais quéese @ enlace com 0s grupos
terminais reativos da enzima. Nem sempre os griypwsonais presentes nos suportes
atendem essas caracteristicas, quando isso naeeedaz-se necessario a ativacao do
suporte, que consiste na substituicdo dos grupogdinais por grupos mais reativos
ou/e no aumento da densidade desses grupos ndesulods a ativacdo do suporte por
residuos quimicos mais reativos, a enzima é ligaderés desses grupos por ligacao
covalente (Mateet al.,2000 e Blancet al., 2989).

O método de ativagcdo mais adequado deve ser aqueleproduza grupos
aldeido ligeiramente afastados do suporte de medtarampedimento estérico. A
principal vantagem da utilizacdo de grupos aldeidduncionalizacdo do suporte € a
reversibilidade da ligacdo amino-aldeido (enzimaesie), que facilita a imobilizacao
da enzima sem causar importantes distorcbes natwgatrprotéica. A reacdo de
oxidacao dos grupos gliceril com periodato de sédioreacdo com glutaraldeido tem a
finalidade de incorporar terminacfes aldeidicassaporte deixando-o pronto para
reagir com a enzima (Ferreira, 2004).

O processo de imobilizagdo é afetado por fatoré&iess (Yadhav e Jadav,
2005) principalmente se o reagente utilizado corgente ativante possuir uma
molécula pequena. Este problema estérico podeos&sraado com o uso de reagentes
no processo de ativacdo que possuam o efeito dmdbespacador”, através da
utilizagdo de reagentes com moléculas lineareszeapde reagir com o suporte/ligante
em uma extremidade e na outra com o grupo reatdvendima (ou ligante). O reagente

etilenodiamina € um exemplo (Fernandez-Lafuesital, 1993). Em alguns casos o
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proprio agente ativante pode atuar com o efeitesp@cador, no caso do glutaraldeido,

gue € muito reativo em valores de pH alcalino (@atdL996).

2.7. Meios reacionais em biocatalise

Dentre as reagOes catalisadas por enzimas, agleelasior interesse industrial
sdo as que envolvem a sintese de éster, que amorreondicdes microaquosas. A
utilizacdo de biocatalisadores em ambientes ndosaqiem recebido crescente atencao
nas ultimas duas décadas devido as vantagens @uec&i como aumentar a
solubilidade dos substratos organicos, a possiiédde realizacdo de processos e a
facilidade na recuperacao das enzimas e produtasspeem aplicados na quimica fina
(Lozanoet al.,2004a).

A estabilidade em solventes organicos € uma impiartaaracteristica de
lipases, podendo determinar o uso da enzima comadisealor em reacfes de sintese,
além de predizer quais solventes podem ser utidzads meios de reagdo. Entretanto,
apesar das vantagens da biocatalise em meio oogéangtividade das enzimas nestes
sistemas sdo normalmente muito menores do que kipdss aquosas (Pencreac™h e
Baratti, 2001).

O logaritmo de P (log P) é um dos parametros atllis para a escolha do
solvente a ser empregado em sistemas de biocat@lideg P é uma medida da
hidrofobicidade do solvente e é calculado peloribg® do coeficiente de particdo de
um dado solvente em um sistema padréo octanol/&guacordo com Zaks e Klibanov
(1988) e Sztajeet al. (1992), os solventes que possuem leg2sdo hidrofilicos e ndo
sdo adequados para a biocatalise, tais como acetomderes, sdo geralmente
incompativeis com a atividade enzimatica devidetaada da agua de solvatacdo da
estrutura protéica, inativando-a ou desnaturandBra. um aparente paradoxo, a
estabilidade das proteinas € menor em solvente$veis em agua do que nos solventes
hidrofébicos. Os solventes com log P entre 2 eoctrsé@nos hidrofilicos hidrofilicos,
perturbam fracamente a interacdo agua-biocatalisadafetam a sua estrutura de
maneira imprevisivel. Os solventes que possuenilsgperior a 4 sao hidrofébicos e
nao perturbam a camada de agua, deixando o bisaalal no seu estado ativo.

Na literatura existem inumeros estudos de sintasendtica utilizando lipases

em solventes organicos. Casebal. (1997) realizaram a sintese do butirato de butila
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em hexano, utilizando lipase do péncreas de paupertada em material poroso
(celite) obtendo um rendimento de 90%, mostrandovaatagem do uso de
biocatalisadores na sintese de ésteres flavoriza@teen (1996) avaliou a sintese de
butirato de etila em diferentes solventes organibeszeno, heptano, hexano e octano,
utilizando lipase deCandida cylindraceaimobilizada por encapsulamento em gel.
Chulalaksananukudt al (1990) avaliaram o efeito da quantidade de agadiraitacéo
devido a transferéncia de massa na sintese do aleattila usando lipase comercial de
Mucor mieheiem hexano.

Geralmente, os solventes organicos utilizados maieses de obtencdo de
ésteres sdo bastante toxicos, por esta razéo,ussdam sido restringido. Desta forma,
estudos recentes utilizando outros meios nao-camwess tém surgido como
alternativas aos classicos solventes organicos.

Alguns autores obtiveram bons resultados para bazagfio de fluidos
supercriticos (Gunnlaugsdotét al., 1998, Oliveira e Oliveira, 2001, Cel@ al., 2005
e Feirhman, 2005). O uso desta tecnologia trazavévantagens: substituicdo de
solventes orgéanicos, maiores taxas de reacdo, aonten seletividade da reacdao,
dissolucdo de compostos hidrofébicos, reducéo agdes paralelas, elevadas taxas de
difusdo e os produtos séo facilmente removidosdespressurizacdo (Mesiarb al.,
1999, Knez e Habulin, 2002 e Matswataal.,2004).

Lanzaet al. (2004) estudaram a influéncia da temperatura speesgempo de
exposicdo e taxas de descompresséo na atividanieatica utilizando lipase comercial
imobilizada deCandida antarcticaverificando perdas inferiores a 15 %. Feirhman
(2005) avaliou a atividade enzimatica de duas déipasnobilizadas, Lipozyme [M,
Novozym 435 e dé&arrowia lipolyticg em CQ, propano e butano SC, todas as trés
apresentaram perdas inferiores a 10% em €@ropano, enquanto a Novozym 435
apresentou aumento de atividade de até 21% emdutdiveira e Oliveira (2001)
compararam a alcéolise em SCLO hexano, obtendo maiores conversbes para a
sintese em meio supercritico. Rometaal., (2005) compararam a sintese do isoamil
acetato a 4 e 14 MPa, utilizando lipase comercial imobilizada Candida
antarctica e Rhizomucor mieheiGunnlaugsdottir et al., (1998) estudaram a aiséol
em SCCQ, utilizando lipase comercial imobilizada @andida antarcticae Humicola
lanuginosavariando a hidrofobicidade do meio reacional.

Além de FSC, liquidos ibnicos (Lozara al., 2004a) e sistemas livres de

solvente (Givencget al., 2002) tém sido recentemente estudados para asesinte
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enzimatica em condi¢cdes microaquosas. LIs sdo cstopaue consistem apenas de
ions e sdo liquidos a temperatura ambiente. Lozinal. (2004a) estudaram o
comportamento das lipases (soltuvel e imobilizadeerciais deCandida antarctica
(CalA e CalB) e deMucor miehei(MML) na sintese de glicidil ésteres, comparando
como meio reacional LIs e um classico solvente rioga(tolueno), a atividade das
enzimas estudadas foi de até 95 vezes maior passtemas com LIs. Guvert al.,
(2002) utilizou duas diferentes lipases comeradmaigbilizadas,Rhizomucor mieheg
Candida antarcticana producao de acetato de isoamila, em sistemegade solventes.

A lipase deC. antarcticafoi mais eficiente na sintese e obteve uma coéwels 80 %

para uma razao molar acido/alcool de 1/2.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados 0s principais iaiatertilizados e toda a

metodologia desenvolvida ao longo deste trabalho.

3.1. Materiais

Para a ativacado dos suportes foram utilizados gsirstes reagentes: glicidol
(2,3-epoxi-1-propanol) 96 % (v/iv) da Sigma-Aldrichlutaraldeido 25 % (v/v) da
Vetec/SP e etilenodiamina (EDA) da J.T. Baker/SBraPa dosagem da atividade
hidrolitica da enzima soltvel e do derivado utilize tampao fosfato (Sérensen) pH
8,0, butirato de para-nitrofenila (PNPB) da Sigmdrieéh como substrato, tendo como
precursor o para-nitrofenol (PNP) da Sigma-AldicB-propanol. A atividade sintética
foi quantificada através da sintese do butiratbutéa e foram utilizados acido butirico
e 1-butanol, como substratos, e hexano da Vetect8Ro solvente. Todos 0s outros

reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.1.1. Enzima

Foram utilizadas as preparacdes comerciais NovBz@ALB L, lipase de
Candida antarcticaipo B (CalB) na forma soluvel, e Novozym 435, Caifbbilizada
por adsor¢cdo em suporte de poliacrilamida, gentitmeedidas pela Novozymes Latin
America Ltd. (Brasil). Essa enzima groduzida por fermentagdo submersa pelo
microrganismo geneticamente modificaligpergillus oryzagpossui peso molecular de
33 kDa, ponto isoelétrico 6,0 e suas dimens6e88&b x 40 A x 50 A (Uppenberet
al., 1994).

3.1.2. Suportes para imobilizacao

Foi utilizada como suporte para imobilizacdoeaina hidrofilica reativa para
cromatografia de afinidade Toyop&aflF Amino 650, com tamanho médio de particula

65 um, tamanho médio de poro 1.000 A, estavel em pi3,zfmazenado em solucéo
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etanolica 20 % (v/v), da Tosoh Bioscience LLC (Heasia, Estados Unidos),
gentilmente cedido pelo Prof. Ruben Carbonell, aatiN Carolina State University
(USA).

3.2. Métodos
3.2.1. Determinacéo da atividade hidrolitica da enma soluvel

A atividade hidrolitica da lipase foi quantificagala hidrolise do PNPB e a
producdo do PNP foi avaliada espectrofotometricaenetilizando um comprimento de
onda de 410 nm, conforme metodologia de Bhatnetgar (2005).

O método consiste no preparo de trés solucdegrdaias A, B e C. A solucdo A
€ PNPB 15 mM em 2-propanol, a solucdo B é tampéafatimo 100 mM, pH 8,0 e a
solugéo C foi preparada misturando-se 1 mL da &oldgcom 9 mL da solugcédo B. Na
sequéncia, um volume de 1 mL da solucao C foi rdarditemperatura ambiente numa
cubeta de 3 mL, sendo a reacdo iniciada pela adied® mL de solucdo enzimatica
apropriadamente diluida em tampéao fosfato pH 8,&ahAacdo da absorbancia a um
comprimento de onda de 410 nm foi determinada aoutn branco (sem enzima)
constituido de 1 mL da solucdo C e 2 mL da solig;dsendo esta monitorada por 1,5

minutos.

Para a determinacéo da atividade enzimatica feigreente obtida uma taxa de
consumo (hidrolise) do PNPB a partir da construd@aima curva de calibracdo com
diferentes concentracdes do precursor deste @teNP. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enziay@az de hidrolisar imol de
PNPB por minuto em pH 8,0 e temperatura ambierngss® forma foi possivel avaliar a
atividade da enzima sollvel e das aliquotas dcesaldante no decorrer do processo de

imobilizacdo da enzima no suporte (ver Equacéo 3.1)

;= (Te10° vr) Fd (3.1)
Va

A

em que: At é a atividade enzimatica (U/mL), Tc éama de consumo do PNPB
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(mmol/L.min), 17 é o fator de conversdo de mmol paraol, Vr é o volume final
reacional (L), Va é o volume da amostra da soldgenzima (mL) e Fd é o fator de
diluicdo (volume total de solucéo para diluicdoali@uota dividido pelo volume da

aliquota).

3.2.2. Determinagdo da Concentracéo de Proteina

O teor de proteina da preparacdo enzimatica coaheraos sobrenadantes das
solugbes enzimaticas utilizadas na imobilizagdo determinado pelo método de
Bradford (Bradford, 1976), baseado na ligacdo dardeCoomassie Brilliant Blu&s-
250 a proteina. Este método foi selecionado emafurde ndo sofrer interferéncias
significativas de cations e carboidratos, que paderestar presentes no extrato
enzimatico. Utilizou-se como proteina padrdo stmaaina bovina, do ingléBovine

Serum AlbumifBSA), para construir a curva de calibracéo neafaie 0 a 0,6 mg/mL.

3.2.3. Eletroforese

Realizou-se ensaio SDS-PAGE (do ingl&odium Dodecyl Sulphate-
Polyacrylamide Gel Electrophore$i€m gel de poliacrilamida 12 % sob condicdes
desnaturantes em uma unidade de eletroforese (EBiiersham Pharmacia Biotech),
segundo o método descrito por Schégger e Vonja@®®&7(). As bandas foram coradas
com o reagente Coomassie Brilliant Blue R-250 emassas molares aparentes de

proteinas presentes na amostra, foram estimadadaipadroes de BSA (66 kDa).

3.2.4. Purificacdo da enzima

A preparacdo comercial de CalB foi submetida as#idgontra tampao fosfato 5
mM a pH 6,0 durante 24 horas @Cle a cada 12 horas a solucéo foi trocada (Ferreira
2004). Utilizou-se membrana de acetato de cel8sam (Fundacgao Sardi, Sado Paulo,
Brasil) com corte de 14 kDa de peso molecular. gufd 3.1 ilustra o método de

purificagcdo mediante processo de didlise.
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Membrana
de dialise

3% | Solvente

way Solugdo
concentrada . R

Figura 3.1: Processo de purificacdo de proteinas por dialise.

Fez-se um tratamento prévio da membrana antes doegimento de
purificacdo, que consistiu na lavagem com deteegeBin seguida colocou-se, a
membrana previamente fervida por 15 minutos, enncgol etandlica 50 % (v/v) durante
1 hora por 2 vezes. Finalmente, a membrana foi stganem uma solucdo de
bicarbonato de sédio 10 mM e EDTA 1 mM durante ahsendo esta solugéo trocada
2 vezes. Apos esse periodo a membrana foi colquadh hora em agua ultrapura e em
seguida foi lavada com a prépria solugéo de didlise

ApoOs a purificacdo, a solucdo de enzima purificdda armazenada em
refrigerador. Aliquotas dessa solucdo enziméatioanfo retiradas para medida de
atividade hidrolitica e quantificacdo de proteinzara calculo da atividade especifica
(razdo entre atividade enzimatica e quantidaderdeeipa presente em solucdo) do

extrato enzimatico antes e apds dialise.

3.2.5. Caracterizacdo morfolégica do suporte

A caracterizacéo fisica do suporte Toyopear! falizada através da obtencéo de
difratograma de raio-X, imagens por microscopidréieca de varredura (MEV) e
foram avaliadas as propriedades texturais do supgmeto método BET (Brunauer,

Emmett and Teller).
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3.2.5.1. Difracdo de Raio-X

O difratograma da amostra foi obtido através dapzomento difratbmetro de
raio-X (DRX) da marca Rigaku, empregando radiacéocdbre KBr de 10 a 70° e
1°/min, com voltagem de 40 KV e uma amperagem demd] para 0 suporte

Toyopearl.

3.2.5.2. Microscopia Eletronica de Varredura

A fim de avaliar a superficie do suporte Toyopéarhm obtidas micrografias a
partir de um microscopio eletrénico de varredursZ®SM 940A a 10 kV. A amostra
do suporte foi disposta em placa metalica e safrauratamento prévio com carbono

para tornar-se condutora e para melhorar a defirlgdmagem.

3.2.5.3. Aquisicao de isotermas de adsorcao e deséo

A area superficial, o volume total de poros e omdiio médio de poro do
suporte foram determinados pelo método BET atraeé®btencdo de isotermas de

adsorcéo e dessorcao de nitrogénio a 77 K, utdizanequipamento Autosorb-1 MP.

3.2.6. Ativagao do suporte

A resina Toyopearl foi escolhida para utilizacdeanoosuporte, baseando-se nas
suas propriedades quimicas, texturais e de resigtémecéanica adequadas para
obtencédo de um biocatalisador de alta performgrar@, 0 qual foram abordadas varias
estratégias de ativagdo que resultassem em meltemdisnentos de imobilizacdo e de
atividade hidrolitica recuperada. O suporte foipprado seguindo cinco diferentes
estratégias de ativagdo das quais se obtiveraragosnses suportes para imobilizagéo:
suporte glioxil, suporte glutaraldeido, suporte oxliglutaraldeido, suporte

glutaraldeido-glioxil e suporte glioxil-EDA-glutddeido.
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3.2.6.1. Preparacéo do suporte glioxil

Seguiu-se a metodologia proposta por Guisan (1888)algumas modificacdes.
A Figura 3.2 mostra o fluxograma do procedimentotadio. O suporte foi previamente
lavado com agua destilada, em abundéancia, e fa &ecacuo. Apos esta etapa, foi
adicionada 1/5 (m/v) da massa do suporte de agitdade e a suspensao foi mantida
sob suave agitacdo em banho de gelo. Foi preparadasolucédo de NaOH 1,7 M e
borohidreto de sodio (NaBH 0,75 M equivalente a 1/3 (m/v) da massa do saport
Acrescentou-se a solugdo basica de NaBluspensdo do suporte em agua destilada,
sob agitacdo e em banho de gelo para evitar a perdgente redutor por liberacdo de
H,. Em seguida, foi adicionado lentamente, 48 % (ndg) suporte de glicidol,
lentamente, sempre mantendo a temperatura abai26’@ A suspensio foi mantida
sob agitacdo mecanica em recipiente aberto porola&sta temperatura ambiente para
liberacdo de kiformado no meio reacional. Os grupos hidroxilassentes no suporte
foram ativados a gliceril, para a realizacdo daat@e oxidacao. O suporte gliceril foi
seco a vacuo e lavado com agua destilada até prbneu

Apds essa etapa, os grupos gliceril formados narSoe do suporte foram
oxidados a glioxil, através da suspenséo destegeim destilada na razdo 1/10 (m/v) e
ao qual foram adicionados 3Qfnols de metaperiodato de sédio (NglPor grama de
suporte. Unumol de NalQ oxida umumol de OH do suporte, portanto, dependendo do
grau de ativagdo desejado (quantidade de grupesdakiquantidade de hidroxilas na
superficie do suporte) a quantidade de periodatessaria deve ser calculada utilizando
a Equacédo 3.2. A oxidagao foi mantida sob suaviagip por 2 horas a temperatura
ambiente. O suporte oxidado foi lavado exaustivdeneom agua destilada, para

eliminar formaldeido produzido e foi estocado’€4

(umoles aldeido/g desuporte ). m
110°

suporte * MM NalO 4 (32)

M pao, (9) =

em que: Mao. € a massa de periodato de sodio utilizada (g),\MMé o massa
molecular do periodato de sédio (g/gmol),she€ a massa do suporte utilizado (g) e a
relacdoumols aldeido/g de suporte € a concentracédo de gralgeido presentes por

massa de suporte.
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Toyopearl

A 4

NaOH 1,7 M + NaBH 0,75 M

A 4

Glicidol 48 %

18 hora

A 4

300pumol/gsuporte NalOy

2 horas

A 4
Toyopearl-Glioxil

Figura 3.2: Fluxograma de obtencé&o do suporte Toyopearl-Glioxi

3.2.6.2. Preparacao do suporte glutaraldeido

O suporte previamente lavado com agua destiladsupenso em uma solucéo
de glutaraldeido 5 % (v/v) em tampdao bicarbonatd i1, pH 10, na razdo de 1/10
(m/v), a mistura foi colocada sob agitacdo brantiargperatura ambiente durante 1 hora
(Cardias, 1996). Ao final, o suporte foi lavado cagua destilada em abundancia para a
remocao do glutaraldeido residual. A Figura 3.3tilu 0 processo de obtencdo do
suporte glutaraldeido. Devido o glutaraldeido seitarreativo, os suportes que utilizam

esse reagente no processo de ativacao sdo logetsdisra imobilizacéo.

Toyopearl

A 4
Glutaraldeido 5 %
tampao bicarbonato
100 mM pH 10

1 hora

\ 4
Toyopearl-Glutaraldeido

Figura 3.3: Fluxograma de obtencédo do suporte Toyopearl-Gligeaido.
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3.2.6.3. Preparacéo do suporte glioxil-glutaraldeial

Para a preparacdo do suporte glioxil-glutaraldsituiu-se toda a metodologia
descrita no item 3.2.6.1 a partir do qual se obtevsuporte-glioxil e apdés a sua
lavagem, este foi submetido ao procedimento readivativacdo com glutaraldeido,

conforme descrito no item 3.2.6.2.

3.2.6.4. Preparacédo do suporte glutaraldeido-glioxi

Para a obtengdo do suporte glutaraldeido-gliogajizou-se primeiramente o
procedimento descrito no item 3.2.6.2 a partir dal ge obteve o suporte-glutaraldeido
e apos a sua lavagem, este foi submetido ao proeath relativo a ativagdo com

glicidol descrito no item 3.2.6.1.

3.2.6.5. Preparacédo do suporte glioxil-EDA-glutaraleido

Para a preparacao do suporte glioxil-amino fotaa metodologia proposta por
Fernandez-Lafuenteet al (1993) com modificagbes, cujo fluxograma pode ser
observado na Figura 3.4. A EDA possui dois grupoma, um dos seus grupos liga-se
ao suporte previamente ativado com glicidol e aaogtupo amino é disponibilizado
para a ligacdo do glutaraldeido, para posteriobilizacdo da enzima.

Foi preparada, inicialmente, uma solucdo de EDA @ pH 10. Para cada 1 g de
suporte glioxil, previamente ativado segundo o i®&6.1, foram adicionados 4 mL
desta solucdo. Este sistema foi submetido a agitagi 2 horas a temperatura
ambiente. Em seguida foi adicionado a suspenséagtatao 5,71 % (m/m) de NagH
da massa inicial do suporte. O sistema foi margimtomais 2 horas em agitacdo branda
em frasco aberto sob temperatura ambiente. Apégesiodo, o suporte foi lavado com
1 L de solugcéao tampéao acetato 100 mM, pH 4, pammg¢éo do borohidreto residual e
posteriormente lavado com 1 L de solucdo tampaat®ct00 mM, pH 9, para o
restabelecimento das cargas, pois em pH 4 as aiiitaas positivamente carregadas,
sendo entdo o suporte glioxil-amino lavado com atpstilada até pH neutro e seco sob
vacuo. Finalmente, adicionou-se ao suporte gliaxilno solucéo de glutaraldeido 5 %

(v/v) em tampéao bicarbonato 100 mM, pH 10 a uméoate 1/10 (m/v), a suspensao
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foi mantida a temperatura ambiente e sob agitagd@agroximadamente 18 horas e ao
final deste tempo, o suporte foi lavado com agustildda em abundancia para a

remocao do glutaraldeido residual.

2 horas
Etilenodiamina
Toyopearl Glioxil—> 2 M pH 10 » 5,71 % NaBH
2 horas A 4
tampao acetato
100 mM pH 4

Glutaraldeido 5 %

tamp&o bicarbonato tampéo borato
100 mM pH 1i 100 mM pH 9

Toyopearl
Glioxil-Etilenodiamina-Glutaraldeidd™

18 horas

Figura 3.4: Fluxograma do suporte Toyopearl-Glioxil-Etilenadiaa-Glutaraldeido.

3.2.7. Caracterizacdo quimica do suporte

Quanto a caracterizacdo quimica, foram obtidosctgysede infravermelho para
verificacdo dos grupos funcionais presentes no rgeiEmtes e apdés cada etapa de

ativacao.

3.2.7.1. Anélise de Infravermelho

Para a obtencdo dos espectros de absorcdo na degigdravermelho foram
realizadas andlises de infravermelho utilizandeeespmetro Bomem MB-Series. As
amostras foram dispostas em pastilhas de KBr, ndwiao comprimento de onda de
4.000-400 crit, contra um branco de KBr. Foram analisadas astesis do suporte

Toyopearl antes e nas varias etapas do processovdedo deste suporte.
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3.2.8. Imobilizacdo da enzima ao suporte

A imobilizacdo da lipase nos diferentes suportegsyipmente ativados com
glicidol, glutaraldeido e EDA, foi obtida através dontato destes com solucdo de
enzima em tampao bicarbonato 100 mM, pH 10, neorde&l/10 (m/v). Este valor de
pH € necessario para que os grupos amino do redisina da enzima estejam
desprotonados e consequentemente mais reativasetando a formacao das bases de
Schiff entre a enzima e o suporte previamente ddi@lancoet al., 1989 e Matet
al., 2006). Para a comparagdo do rendimento da imotéizgara os suportes com
diferentes estratégias de ativacao, foi oferecida baixa concentracdo de proteina, 6
mg/g (369,36 + 5,57 U/mL) de suporte. Dentre estgmrtes foi escolhido o de maior
atividade recuperada para avaliacdo da influén@a cdncentracdo de proteina.
Realizou-se um estudo com diferentes concentrad@gwoteina utilizando-se 10, 20,
40, 60 e 80 mg de proteina/g de suporte para awali@lacdo entre o aumento de
enzima oferecida ao suporte com o aumento da atleidecuperada e dos rendimentos
de imobilizacdo, assim como o grau de satura¢c@wporte com enzima.

A suspensdo contendo solugcdo enzimética e supoirtendntida sob suave
agitacdo em aparato rotatério, a 25°C por um perded6 horas. Escolheu-se o tempo
de incubacdo padrdo de 6 horas, pois para tempesores, grande quantidade de
enzima encontra-se ainda em solucdo. Foram realzedsaios de imobilizacdo com
tempos maiores de incubacao, 12, 24 e 72 horas,gpastudo da influéncia do tempo
de imobilizacao nas caracteristicas funcionaisidcabalisador.

Foram retiradas aliquotas da solucdo enzimaticaesablante no inicio e ao
término da imobilizac&o para a determinacao dadaiile hidrolitica inicial e residual, e
para a quantificacdo de proteinas. A aliquotaahretirada (branco) foi mantida sob as
mesmas condi¢cdes de imobilizacdo (temperatura,aghacdo e tempo de incubacéo)
para quantificagdo da perda da atividade final dmcdo enziméatica devido a
imobilizacdo e, também, devido a desconformacasn@eracéo) da enzima solluvel no
meio devido ao pH de imobilizagdo adotado, pH 16.fial, o suporte no qual a
enzima estava imobilizada (derivado) foi lavado dampéao fosfato 100 mM, pH 7,0
para a remocdo de enzima residual que poderia edtorvida. Em seguida este
derivado foi lavado com agua destilada em abundéatéi pH neutro e em seguida seco

para medida de sua atividade hidrolitica confornaéoniplogia descrita a seguir no item
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3.2.9. Apos esse procedimento o mesmo foi estoeatdsolucdo tampao fosfato 100
mM, pH 7, e azida sddica 3 % (m/v), para evitaroataminacdo do derivado por
microrganismos. Os calculos dos parametros de Imabdio sdo descritos a seguir no
item 3.2.10.

3.2.9. Determinacgdo da atividade hidrolitica do devado

Para a determinacdo da atividade de hidrdlise divadt® foram utilizadas as
mesmas solugdes descritas no item 3.2.1. Foi adidm 1 mL da solugdo A a um
volume de 29 mL da solucdo B, a 5 sob agitacdo, sendo a reacio iniciada com a
adicdo de 0,01 g de biocatalisador. A leitura daodifncia foi realizada no
comprimento de onda de 410 nm, aliquotas de 2 méoloenadante foram retiradas a
cada 2 minutos e foram lidas imediatamente no éaspetdmetro. Como referéncia
para o espectrofotdmetro foi utilizada uma aliquetaada do meio reacional antes da
adicdo do biocatalisador. A reacao de hidrolisenfonitorada durante 12 minutos. A

atividade de hidrdlise do derivado € dada em umislgubr grama de biocatalisador
(U/g).

3.2.10. Calculo dos parametros de imobilizagcéo

O rendimento de imobilizacdo, ou eficiéncia, fdicaéado com base na atividade
hidrolitica da solugéo de enzima oferecida ao sepma atividade residual presente na

solucéo apos o processo de imobilizacdo, conforEguacao 3.3.

RI (%) =

(At, - At )X1OO (3.3)
At

0

em que: RI é o rendimento de imobilizagédo (%); &t atividade oferecida no inicio da
imobilizacdo presente na solucdo de enzima (U/md)At € a atividade residual

presente no sobrenadante apds a imobilizagdo (U/mL)
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O célculo da atividade tedrica foi determinado camelacéo entre a diferenca
entre a atividade hidrolitica da solucdo de immhgéo inicial e final presentes no
sobrenadante, dividida pela massa de suporteadatdipara imobilizacdo e multiplicada

pelo volume de enzima utilizado, conforme mostraa&quacéo 3.4.

— 3.4
Atte()rica = M >(Venz 54

n‘Luporte

em que: Ateica © @ atividade tedrica (U/g),eM. € 0 volume de enzima utilizado na

imobilizacéo (ML) e mpore€ @ Massa de suporte utilizado para imobilizagfio (

A atividade recuperada, ou retencdo de atividadejdfinida pela relacdo entre
a atividade hidrolitica contida no derivado e &id#ide tedrica no derivado, conforme

mostrado na Equacéo 3.5.

At, (3.5)

At (%) = x100%

recuperada

edrica

em que: Atcuperada€© @ atividade recuperada (%);4A¢ a atividade hidrolitica do

derivado (U/g de suporte) e&tica€ a atividade teorica (U/g).

3.2.11. Determinacao da atividade de sintese do dexdo

Utilizou-se a sintese do butirato de butila paguantificacdo da atividade de
esterificacdo. Prepararam-se solucdes de acidoicbut’,,3 M e butanol 0,3 M em
hexano. Em seguida, volumes equivalentes destagd®d foram misturados em um
frasco de tampa rosqueada, para evitar perdasotetilizacdo, com capacidade de 10
mL. Foi retirado 1 mL desta solucdo para determamaoncentracdo inicial do acido
butirico. Apos adicao de 0,1 g do derivado, o fidst fechado e mantido sob agitacéo,

a temperatura ambiente. No final da reacao, 1 minidéura reacional foi retirado para
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determinacdo da concentracéo final de acido batiksta aliquota foi adicionada a um
erlenmeyer contendo 10 mL de mistura etanol:agstilaga (1:1) e 3 gotas de solucao
etanodlica de fenolftaleina, conforme metodologiaCdstroet al. (1997). A quantidade
de acido butirico consumida foi determinada pefereinca entre os volumes de NaOH
0,02 M consumidos para neutralizar o acido no aniei no final da reacdo de
esterificacdo. O numero de moles de &cido formadodiculado utilizando a Equagéo
(3.6).

N°Mol, = Viaon (L) XM oo (3.6)

a

em que: Mol p€ 0 Nimero de mols de acido butirico no meio reatid/yaon € 0

volume de NaOH consumido (L) e \WMbH € a massa molar de NaOH.

A atividade de esterificagdo foi calculada dividirge o numero de mols de
acido butirico consumidos, equivalente ao numeronads de butirato de butila

formado, pelo tempo de reagédo e a massa de delivadtbilizado (Equacao 3.7).

o 6

At _n°mol,, %10
sintese t % (3-7)

reacao rnderivado

em que: Alinese€ a atividade de sintese do derivado (U/@hatkc nité 0 nimero de
mols de acido butirico no meio reacionahc.€ 0 tempo de reagdo (horas) @&Rado€

a massa do derivado (g).

3.2.12. Estudo da estabilidade operacional

A estabilidade operacional da enzima imobilizadaaf@liada através de ciclos
sucessivos com duracao de 24 horas da sintes¢éeddésrato de butila em hexano. Ao
final de cada ciclo, o derivado foi removido do smngacional e lavado com o solvente

hexano para ser utilizado na sintese seguinte.
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Para se verificar a estabilidade operacional dovago imobilizado Toyopearl-
Glioxil-EDA-Glutaraldeido (Toyo-GEG) com tempo dredbilizacéo de 6 e 72 horas de
imobilizacéo, foi pesado 0,1 g destes e foi deteah a atividade de esterificacdo. Em
seguida, esses derivados foram retirados do meicioreal por filtracdo a véacuo,
lavados com hexano e novamente utilizados na resea@sterificacdo do ciclo seguinte.
Foi feito um estudo comparativo utilizando o dedivacomercial Novozym 435

adotando-se 0 mesmo procedimento.

3.2.13. Ensaios de estabilidade térmica

Fez-se um estudo comparativo do efeito da temperain longo do tempo na
estabilidade da enzima soluvel e imobilizada, paraemperaturas de 40, 60 e 80° C.
Comparou-se a estabilidade térmica dos dois meahaterivados imobilizados
produzidos no laboratorio, Toyopearl-EDA-GlioxiltEhraldeido (Toyo-GEG) e
Toyopearl-Glioxil-Glutaraldeido (Toyo-GG), bem comalerivado comercial Novozym
435. Avaliou-se, também o efeito do tempo de impédgdo na estabilidade do derivado
Toyo-GEG para os periodos de incubacao de 6, 12, 22 horas. A determinagdo da
estabilidade térmica dos derivados imobilizadosréailizada para o ensaio de baixa
concentracdo, 6 mg/g (369,36 + 557 U/mL) de depopois para 0 uso de
concentracdes maiores o efeito difusivo iria inficiar nos resultados de estabilizacao
e, com excegdo dos estudos da influéncia do tengpamdbilizagdo, todos foram
preparados com 6 horas de incubacéo.

Os ensaios de estabilidade térmica foram realizpdosneio da incubagéo, em
tampéao fosfato 100 mM pH 7,0 na razdo de 1/10 (n@d¢) ensaios foram realizados
tanto da enzima soluvel e o derivado Toyo-GEG aaypératuras de 40, 60 e 80° C e
apenas de 6C para os demais derivados Em intervalos definidospstras foram
retiradas e imediatamente resfriadas em banho ldepgea interromper o processo de
inativacao.

As atividades residuais foram determinadas, atralgeshidrolise do PNPB
conforme procedimento descrito no item 3.2.9, maralerivados imobilizados, e no
item 3.2.1, para a enzima soluvel. Os ensaiostdbikdade térmica tiveram duragéo de

cerca de 50 horas para os derivados e 50 minutasapEnzima soluvel.
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Em todos os casos, a atividade enzimatica no ifdcidefinida como 100 % e a
atividade ao longo do tempo de incubacao foi exgare®mo porcentagem da atividade
inicial (Cardiaset al, 1999).

Para o calculo dos parametros de estabilidade d@rroonstante de desativacéo
térmica e o tempo de meia-vida da enzima, forahzadios dois diferentes modelos de
ajuste de dados, um de ajuste exponencial naa-lmeatro de ajuste linear, pois para

alguns dados nao foi possivel obter os parametiragés do ajuste exponencial.

3.2.13.1. Método de ajuste exponencial ndo-linear

A constante de desativacao térmica foi calculadia pguacao 3.8, utilizando o

meétodo de ajuste exponencial ndo-linear de Sadbiemley (1987).

AR= (1-a)xe™ ™ +qa (3.8)

em que: AR é a atividade relativa (At§pta € a razdo entre a atividade enzimatica do
estado final (At) e a atividade enzimatica do estecial (Aty), kd € a constante de
inativacdo térmica de primeira ordem*Yhe t é o tempo de incubacdo da solucado

enzimética (h).

O tempo de meia-vida da enzima, definido como gotemecessario para que

ocorra uma reducado de 50 % da atividade iniciakdtculado pela Equacao 3.9.

_In 05-a) (3.9)
Y27 kdx (1-a)

em que: i, é o tempo de meia-vida da enzima (h).

3.2.13.2. Método de ajuste linear

A constante de desativacdo térmica para a enzitdwesoe imobilizada foi
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estimada a partir dos dados obtidos experimentaéren funcdo do tempo, utilizando

a Equacao 3.10, através de ajuste linear adapta@alorakt al (1982).

In At =In At, — Kkt (3.10)

em que: At é a atividade enzimatica do estado ahifii/mL), Aty é a atividade
enzimatica do estado final (U/mL)y B a constante de inativacdo térmica de primeira

ordem (hord) e t é o tempo de incubacéo da solucéo enzim@iras).

O tempo de meia-vida da enzima é definido comarptenecessario para que
ocorra uma reducao de 50 % da atividade inicialcdtculado a partir da Equacédo 3.11

utilizando o parametroglestimado a apartir da Equacéo 3.10.

_In05 (3.11)

t =
1/2 "k,

em que: i, € o tempo de meia-vida da enzima (horas).

O fator de estabilidade foi definido como a razétreeos tempos de vida do

derivado e da enzima solavel conforme Equagéo 3.12.

(3.12)

t1/2 derivado

t

FE =

1/2 enzimasollvel

em que: FE é o fator de estabilidade, derivado© 0 tempo de meia-vida do derivado

(horas) ez enzima solaveE O tempo de meia-vida da enzima soluvel (horas).
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4.RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, serdo descritos os resultadosasbpdra o estudo da lipase de
C. antarctica B na forma soluvel e imobilizada, avaliando-se tami@acao das
estratégias de ativacdo, condi¢cdes de imobilizpgdia o suporte e os parametros de
estabilidade térmica e operacional para os derivabttdos.

4.1. Caracterizacao da solu¢ao comercial de CalB

Realizou-se a caracterizacdo da preparacdo da @ngafuvel através da
determinacdo da atividade de hidrolise, quantiicade proteinas e determinacdo da
atividade especifica do extrato enzimatico. Feaksda um ensaio de eletroforese para
verificar a possivel existéncia de outras proteimas solucdo. Foi necesséria
caracterizacdo prévia da solucdo comercial de QmEa a quantificacdo da sua
atividade hidrolitica usando PNPB como substratojdb a necessidade de quantificar
a atividade e a concentracdo de proteina oferemtdasuporte nos processos de
imobilizagéo e, ensaio de eletroforese para varifecpureza do extrato com relagéo a

presenca de outras proteinas que podem interfesiprocessos de imobilizacao.

4.1.1. Atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica da enzima soltvel, extratumercial bruto de lipase do
tipo B deC. antarctica apresentou um valor de 2.574,705 + 50,56 U/mlerdenado
em triplicata utilizando o PNPB como substrato.ebsgtodo para a quantificacdo da
atividade foi escolhido devido a sua sensibilidaoeis permite a determinacédo de
pequenas variagcdes na concentracdo do substrabtms&equentemente, a utilizacdo de
baixas concentracbes de enzima. Outro fator gueemdiou a escolha desta reacéo
modelo foi a maior afinidade da lipase@eantarcticatipo B por substratos (ésteres de
acidos graxos) de cadeia curta (Martinefteal., 1995). O extrato enzimatico de CalB
apresentou uma concentracdo de proteina de 10,88 npgoteina/mL de solucdo. A
partir destes resultados foi possivel calcular amBua atividade especifica cujo valor
obtido foi de 238,399 + 4,68 U/mg de proteina nivata.
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4.1.2. Eletroforese

Para a analise qualitativa do extrato enzimatiealizou-se um ensaio de
eletroforese da solucédo comercial de enzima (Figurppara verificacdo da pureza do
substrato com relacdo a CalB. Foram comparadogmpos de migracdo do padrédo

BSA com as proteinas presentes na amostra de enzima

<33 kDa e

CalB 33 kDa -

66 kDa ‘- BSA 66 kDa

Figura 4.1: Ensaio de eletroforese para o padrédo BSA (1) 2 pareparacéo comercial
de CalB (2).

O eletroforetograma mostrou a presenca de mais hoésinas além da CalB,
uma de tamanho maior, tamanho semelhante a pratiiimada como padrdo BSA (66
kDa) e outra de tamanho menor que 33 kDa, com&ela¢CalB.

Para a obtencdo de derivados com uma concentragi&o de CalB ligada ao
suporte se faz a necessario purificar o extraton&tico para remover as proteinas
menores pois a imobilizacdo ndo € um método selgtivis devido estas se difundirem
mais rapido, ligam-se preferencialmente aos grupatvos presentes na superficie do

suporte.

4.1.3. Purificagao da enzima

Devido a presenca de outras proteinas na solucaeercml, previamente
detectadas através do ensaio de eletroforeseefemsessaria uma purificagdo da
preparacdo enzimatica. Realizou-se uma didlise gdirainar e/ou diminuir as
impurezas protéicas presentes (de tamanho menoa @&B), para a realizacdo do

estudo da influéncia de altas concentracdes demanma imobilizacdo. As proteinas
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menores, devido a sua velocidade de difusdo memaneio, preencherdo os grupos
reativos do suporte ativado preferencialmente. Hirae palavras, elas podem interferir
na imobilizacdo da CalB nos suportes, competinda peperficie e pelos sitios ativos
de ligacéo.

Apéds o procedimento de didlise, verificou-se perdaatividade hidrolitica, de
39,540 + 0,22 %, uma vez que a solugéo resultgmesantou atividade de 1.546,940 +
34,44 U/mL. A perda de cerca de 40 % na atividadeolitica no extrato enzimatico
parece ser economicamente inviavel, mas o prockssiialise se torna imprescindivel
devido a presenca de outras proteinas menores @aBa pois estas atingem mais
rapidamente a superficie do suporte, portantoalizegdo deste procedimento, aumenta
a atividade enzimatica efetivamente ligada ao saplissa perda se deve a adsorcdo da
CalB a membrana, de material celulésico do matereldesestabilizacdo das proteinas
em solugéo devido a perda de agentes estabilizantes

O extrato enzimético de CalB apoés dialise apresentma concentracado de
proteina de 1,43 mg de proteina/mL de solucéo. rAr mkestes resultados foi possivel
calcular também sua atividade especifica cujo vahiido foi de 1.083,291 + 24,12
U/mg de proteina no extrato. Apesar da grande peémlgroteinas em solucao,
observou-se que a perda de atividade nao foi tfmfisativa ja que o resultado obtido
de atividade especifica foi bastante alto, quamioparado com a atividade especifica
do extrato bruto, a dialise apresentou a vantagemerhover proteinas indesejadas,
favorecendo a obtencdo de derivados imobilizados alta concentracdo enzimatica,
aumentando dessa forma a atividade enzimaticavafiedéinte presente em solugéo e,

consequentemente, no suporte.

4.2. Caracterizacdo morfologica do suporte

A partir da caracterizacdo morfolégica do supoxe gossivel obter mais
informacgdes sobre a estrutura, a cristalinidadsuporte e suas propriedades texturais.
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4.2.1. Difragao de Raio-X

Fez-se uso de analise de DRX para avaliar o gravistalinidade de amostra do
suporte previamente calcinado. O difratograma pasaporte Toyopearl exibiu apenas
uma forte reflexdo na regido de 5 & € 50, ou seja, o0 material ndo possui estrutura
cristalina (Figura 4.2), uma vez que o grafico a@btndo apresentou muitos picos,
apenas um, tipico de uma estrutura amorfa, carstitardesejavel para o processo de
imobilizacdo.0s compostos cristalinos tém uma rede organizaa, menor nimero
de intersticios e superficie mais uniforme, o queepreduzir, neste caso, a imobilizacéo
de enzimas em um determinado suporte. Por isstiljza¢io de materiais amorfos € a

mais recomendada para esta finalidade (Yadav eayadf05).
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Figura 4.2 Difratograma de raio-X (DRX) para o suporte Togap.

4.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura

A Figura 4.3 mostra as micrografias obtidas porrasicopio eletrbnico de
varredura (MEV). Lembrando que a estrutura do depimi previamente tratada com
recobrimento de carbono para se tornar condutara @aobtencdo das micrografias.
Através das imagens obtidas foi observado um sisteomogéneo. O suporte possuli

estrutura de grdo com tamanho de particula uniferche formato esférico.
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AccV  Spot Magn' f)et wD F———— 200pm “S¥AccY SpotMagn Det WD |—_| 100 pm
100kv 6.0 200k SE 96 toyo B B 100 kv 6.0 500x SE 109 toyo

AccY SpotMagn Det WD ——— 20ym AccY SpotMagn Det WD 1 20um
100KV 6.0 2000x SE 100 toyo 100kv 60 3000x SE 108 toyo

Figura 4.3: Imagens obtidas do suporte Toyopearl através destopio eletrbnico de
varredura (MEV),(a) com aumento de 200 vez¢b) com aumento de 500 vezés)
com aumento de 2.000 veze@gcom aumento de 3.000 vezes.

4.2.3. Determinacéo das propriedades texturais

As isotermas de adsorcdo e dessor¢cdo do nitrogBhjopara a amostra do
suporte Toyopearl, previamente calcinado, sdo aptadas na Figura 4.4.
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Figura 4.4: Isotermas de adsorcdo e dessorcao de nitrogénjop@fa o suporte

Toyopear]

A area superficial, o volume de poros e o diamd&goro foram determinados

pela adsorcao deyMtravés do método multipontual BET (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 Propriedades texturais para o suporte Toyopeaerchinadas pelo método

BET através da adsorcéo dedN77 K.

Area Superficial Total Volume Total de Poros | Diametro Médio de Poro
(m*/g) (cm®/g) (A)
29,72 0,5192 690,9

O suporte possui uma boa area superficial, ap@sg@ntporos com tamanho
relativamente grande (macroporos). A area supakfictal obtida por este método
abrange nado so6 a superficie do material, como taanbéarea superficial interna. O
valor médio encontrado para o diametro de poro pasaporte foi bem maior que as
dimensdes da CalB, 30 A x 40 A x 50 A (Uppenbetgal., 1994). Toda a area
superficial externa e interna avaliada estd digmbrpara a imobilizagdo da enzima,
pois o tamanho do poro permite o acesso da CalBeaminterior para a ligagdo. A

enzima imobilizada nos poros esta protegida cantrativacdo ocasionada por agentes
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externos, permitindo obter derivados com maiorbdgiade operacional (Mateet al.,
2007).

4.3. Estudos de imobilizacdo para os suportes atdas

Para a preparacdo dos suportes foram utilizadss rmrétodos diferentes,
realizando uma combinagdo dessas trés metodolagtabzando cinco diferentes
estratégias de ativacdo dos suportes. Essas nmgatoforam previamente estudadas
por Silva (2007) para a ativacdo de suportes carmpogr hidroxila e amino (quitosana)
para imobilizacdo de CalB. Com o objetivo de avadis varias estratégias de ativacao
para 0 suporte Toyopearl, para cada estratégiaegen-se a imobilizacdo da lipase,
sob as mesmas condic¢fes, para avaliacdo dos pevametimobilizacdo. Os resultados

obtidos estado listados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2:Parametros avaliados na imobilizacdo de lipasgpdoB deC. antarctica
utilizando concentragdo de proteina de 6 mg/g @&%%, 5,57 U/mL), com tempo de

incubacado de 6 horas, pH 10, 25° C em suportesddenentes estratégias de ativacao.

Atividade do Atividade .
) Rendimento
Suporte Toyopearl derivado recuperada (%)
(Ulg) (%)

Glioxil 96,90 + 43,60 1,27 £ 0,10 17,75 + 4,04
Glioxil-Glutaraldeido 313,88 + 13,20 6,53+0,43 B2+347
Glutaraldeido 235,39 + 0,00 6,58 + 0,26 43,11 40,9
Glutaraldeido-Glioxil 102,25 + 14,02 201+£0,12 ,33+191
Glioxil-EDA-Glutaraldeido 894,17 + 43,29 23,77 88, | 24,45+1,82

Escolheu-se o tempo de incubacéo de 6 horas pamalalizacdo baseado em
estudos anteriores e nos perfis de imobilizacadwdo do tempo para a CalB em
suportes com 0s mesmos reagentes de ativacdo,(30¢F). Adotou-se o pH de
imobilizacdo 10, pois para esse valor de pH, oglwes lisina da enzima sdo mais
reativos o que favorece a ligacédo da enzima aorpela formacao das bases de Shiff
(Mateo et al., 2000). Cabe ressaltar que estes resultados folditios utilizando a
preparacdo comercial de CalB pura, sem ser dialisadm uma concentracdo de
proteina de 6 mg/g (369,36 + 5,57 U/mL) de suporte.
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Na obtencédo do derivado Toyopearl-Glioxil foi w#do apenas glicidol como
agente ativante. Este derivado apresentou os nmenalares de atividade hidrolitica e
atividade recuperada e um baixo rendimento de ilmabéo, estes resultados mostram
que o glicidol s6 reage com 0s grupos amino danemz que 0S grupos aldeido
resultantes da ativacdo com glicidol possuem bepatividade, quando comparados
com aqueles em que se utilizaram agentes comaaraldeido, por exemplo. Portanto,
poucas unidades da enzima se ligaram aos supontegie se utilizou glicidol como
etapa Unica ou final de ativacdo. A baixa ativideet®iperada indica a ocorréncia de
impedimento estérico com relagdo a ligacdo da enzinsuporte, isto ocorre devido a
molécula de glicidol ser bastante pequena.

A preparacdo do suporte com glutaraldeido seguaativacdo com glicidol
(Toyopearl-Glutaraldeido-Glioxil) ndo apresentounaunto significativo nos resultados
de atividade. O glutaraldeido reagiu com boa giotegrupos funcionais do suporte e o
glicidol reagiu com os grupos remanescentes, deviata reatividade do glutaraldeido,
as ligacOes estabelecidas com esse agente sdo msliéveis e sdo reversiveis,
resultando em um rendimento de imobilizacdo menerajexibido pelo suporte tratado
apenas com glicidol, este suporte comportou-se @arapenas esse agente tivesse sido
utilizado.

A utilizacdo isolada de glutaraldeido na ativac@ioyppearl-Glutaraldeido) e
apos a utilizacao de glicidol (Toyopearl-Glioxilt@Eraldeido) ocasionou um aumento
do rendimento de imobilizacdo e das atividadeseatovado, isto se deve ao fato deste
agente ativante ser bastante reativo, desse mogomaior quantidade de enzima liga-
se ao suporte, além disso, a molécula de glutadaldé grande, reduzindo dessa
maneira os efeitos estéricos, inerentes aos paxaks imobilizacdo. Para estas duas
estratégias foram obtidos os maiores valores deimeamto de imobilizacdo, mas os
valores encontrados para as atividades recupegtasesses suportes nao tiveram
aumentos muito significativos, isto ocorreu devids efeitos de desnaturacdo
decorrentes do grande numero de enzimas ligadds. réssaltar que devido a alta
reatividade deste reagente faz-se necessario aliagho imediata apds o preparo
destes suportes.

O melhor resultado de atividade (U/g de suporteplidido para a imobilizagao
em Toyopearl-Glioxil-EDA-Glutaraldeido (Toyo-GEGNo entanto, neste caso, 0
rendimento de imobilizacdo foi de apenas 24,45 82 6, que foi menor que o0s

rendimentos obtidos para Toyopearl-Glioxil-Glutdedtlo e Toyopearl-Glutaraldeido,
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isto ocorre devido um numero maior de enzimasdigase ao suporte, mas os efeitos
desnaturantes foram menos intensos, pois as enzvrasaneceram em sua forma
ativa. O reagente EDA tem a funcéo de tornar @miisa entre os grupos aldeido e o
suporte maior, com o intuito de aumentar a capeeiddo suporte em imobilizar
enzimas atuando na reducdo direta dos efeitosicestératravés da reducdo de
limitacOes difusionais, e no aumento da hidrofalzide do suporte. Estes resultados
indicam que a enzima, ao se ligar ao suporte Taytioxil-EDA-Glutaraldeido,
sofreu menores distorgcdes em sua estrutura, levandoa menor perda de atividade
catalitica, devido ao alto valor obtido para aidtide recuperada (23,77 + 3,36 %)
deste suporte, devido ao extenso brago de ligagacohferido a enzima imobilizada
uma maior mobilidade, dando uma maior acessibiéddas sitios ativos ao substrato,
apresentando assim um melhor resultado quando cadgpaos outros derivados. O
emprego de compostos que aumentam a distanciagmeimeima e o suporte teve um
efeito direto no aumento da atividade hidrolitiodos rendimentos de imobilizagdo dos
derivados. Quanto maior o espaco entre a enzimsuparte melhores sdo os resultados
exibidos pelos parametros de imobilizacéo.

Fez-se ainda uma comparacao entre a enzima inadaliem Toyopearl-Glioxil-
EDA-Glutaraldeido e um derivado comercial NovozyBb 4CalB imobilizada), cuja
atividade hidrolitica foi de 571,478 + 55,47 U/gedida nas mesmas condi¢cdes.
Observou-se que a atividade hidrolitica do derivadgopearl-GEG foi de 1,56 vezes
maior do que a obtida para Novozym 435. Basead@nessultados, selecionou-se o
suporte Toyopearl-Glioxil-EDA-Glutaraldeido, agursbminado de Toyo-GEG, para

otimizacao das condi¢des de imobilizacao.

4.4. Caracterizacao quimica dos suportes

Quanto a caracterizacao quimica foram obtidos @&gsecibracionais na regiao
do infravermelho (IR) para verificacdo dos gruposcfonais presentes no suporte e
apos cada etapa de ativacdo. Os espectros podeinses@ados nas Figuras 4.5 a 4.13.
Quanto maior a area da deformacéo referente amgngior a concentracdo destes
grupos funcionais no suporte, sendo possivel macia intensidade da deformacéo
com a quantidade de grupos presentes no supode-g29 ainda, comparar os valores

de rendimentos de imobilizacédo e de atividade m@ga com a quantidade de grupos
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aldeido incorporados apds o0 processo de ativacd. pAncipais frequéncias

vibracionais do suporte, nas regides espectrai®cdgms para cada etapa de

preparacao, foram comparadas com as da literaBiheersteinet al, 1994) e sdo

ilustradas nas Tabelas 4.3 a 4.11.
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Figura 4.5: Espectros vibracionais de infravermelho em pastidé KBr para o suporte

Toyopearl antes dos processos de ativagao.

Tabela 4.3:Frequéncias vibracionais do suporte Toyopear!.

Frequéncia (cm®)

Atribuicdes das deformacdes

3598 axial O - H
2890 axial N — H
1724 angular N-H
1470 angular O — H
1130 axial C-0-C

A resina hidrofilica reativa Toyopearl possui grsgodroxila e amino em sua

estrutura, estes grupos sdo responsaveis pelasnaefies no espectro IR (Figura 4.5)

nas freqiiéncias de 1470 e 2890"¢Mabela 4.3), respectivamente. Os grupos hidroxila
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e amino foram utilizados para a ativagdo do sumirtevés da reacdo com os reagentes:

glicidol, etilenodiamina e glutaraldeido.

0,2 7

%
|

10'90.¢

18'9v.
9T'T99¢
1S'0€LT
TS'LLVT
80T'LS8

-0,2 ~

-0,4

ISy
J
o
N
(o2}
(o]

-0’6 _I T T T
4000 3000 2000 1000
Transmitancia/Comprimento de onda (cm %)

Figura 4.6: Espectros vibracionais de infravermelho em pastitle KBr para o

suporte-gliceril apds a etapa de ativagdo comdglidem oxidacao.

Tabela 4.4: Frequéncias vibracionais do suporte-gliceril apd@tapa de ativacdo com

glicidol sem oxidag&o.

Frequéncia (cm") | Atribuicbes das deformacdes
3746 axial N — H
3661 axial O - H
1730 angular N —-H
1477 axial C-0-C

Apés a etapa de ativagcdo com glicidol, sem o picomuto de oxidacdo, o
suporte Toyopearl € denominado de suporte-gliokiéim de possuir grupos hidroxila e
amino em sua estrutura também possui um grupo @tgque foi comprovado pelo
aparecimento da deformacéo na frequiéncia de 1086(Tabela 4.4) no espectro IR
(Figura 4.6).
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Figura 4.7: Espectros vibracionais de infravermelho em pastitle KBr para o
suporte-glioxil apos a etapa de ativacdo com glicigrecedida de oxidagdo com
NalO.

Tabela 4.5: Frequéncias vibracionais do suporte-glioxil apdstapa de ativacdo com

glicidol precedida de oxidagdo com NalO

Frequéncia (cm") | Atribuicbes das deformacdes

3508 axial N —H
1725 axialO=C-H
1086 axialC-0-C

Apéds a etapa de ativagdo com glicidol, o supotitedl foi oxidado a suporte-
glioxil. Além dos grupos hidroxila, amino e éter soa estrutura, também possui grupo
aldeido, caracterizado pelo aparecimento da defdfmaa frequiéncia de 1725 ¢tm
(Tabela 4.5). Para o derivado obtido através daiimacdo da CalB a este suporte,
obteve-se um rendimento de 17,75 + 4,04 % com balar atividade recuperada (1,27
+ 0,10 %). A intensidade da deformacéo referentegago aldeido (Figura 4.7)
presente no suporte foi relativamente pequena guemthparada a dos outros suportes
obtidos para a imobilizacdo, além do mais, os ggugdeido provenientes da ativagédo
com glicidol sdo pouco reativos quando comparadssgaupos aldeido formados com
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ativacao por glutaraldeido, o que pode explicavasos valores obtidos para atividade
do derivado, atividade recuperada e rendimentondbilizacdo.
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Figura 4.8: Espectros vibracionais de infravermelho em pastitle KBr para o

suporte-glutaraldeido ap0s a etapa de ativacaggaaaraldeido.

Tabela 4.6:Frequéncias vibracionais do suporte-glutaraldejutis a etapa de ativacéo

com glutaraldeido.

Frequéncia (cm") | Atribuicbes das deformacdes
3357 axial O —H
1729 axial O = C*
1467 axialN=C
1126 axial C-O0-C

* referente ao grupo aldeido

Apés a ativacdo do suporte com glutaraldeido, hadgédo de base de Schiff,
como se pode ver pelo aparecimento de deformagdeentes a amina secundaria e
grupos aldeido, hidroxila e éter no suporte (FiguB, verificados pela presenca das
freqUéncias vibracionais caracteristicas para esggectivos grupos funcionais (Tabela
4.6). Quando comparado aos demais suportes, esteadie apresentou maior
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rendimento de imobilizagao, 43,11 + 0,94 %, e valeratividade recuperada, 6,58 *
0,25 % néo tédo alto. A maior intensidade de defgémgara o grupo aldeido observada
no suporte Toyopearl-glutaraldeido foi atribuidaatio valor obtido para o rendimento
de imobilizacdo. Este resultado também se devataoda ativacdo com glutaraldeido
produzir grupos aldeido mais reativos quando coatjusr com aqueles ativados com
glicidol. Esperava-se um resultado melhor de adidedrecuperada, uma vez que este
derivado exibiu 0 maior rendimento de imobilizacfortanto uma alta quantidade de
enzima ligou-se ao suporte. No entanto, o graneeern de grupos aldeido reativos
pode ter causado uma redugdo na mobilidade e, qoeEsEemente, distorcdo na
molécula de enzima. Outra explicacdo seria a infliZ@de problemas de transferéncia
de massa, devido ao tamanho da molécula de glle&dal pois ela ndo é tdo grande o
suficiente para dar uma maior acessibilidade dbstgatos a enzima, levando a valores

subestimados para a atividade especifica do derivad
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Figura 4.9: Espectros vibracionais de infravermelho em pastille KBr para o
suporte-glioxil-glutaraldeido apds a etapa de afiwacom glicidol, seguido de
oxidacao com NalgQ) e com glutaraldeido.
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Tabela 4.7: Frequiéncias vibracionais do suporte-glioxil-glatdeido apés a etapa de
ativacdo com glicidol seguido de oxidacao e conagildeido.

Frequéncia (cm") | Atribuicbes das deformacdes
3606 axial O - H
1729 axial O = C*
1463 axialN=C
1112 axial C-O0-C

* referente ao grupo aldeido

Depois das etapas de ativacdo com glicidol segigdoxidacao e nova ativacao
com glutaraldeido, observa-se a presenca de baSehifé e grupos aldeido no suporte,
da mesma forma verificados pela presenca das ineg#vibracionais caracteristicas
(Tabela 4.7). A deformacao referente ao grupo dddeiara este suporte foi a maior
dentre todos os suportes avaliados (Figura 4.9)sepa, este suporte apresenta uma
grande quantidade de grupos funcionais aldeidca Bate derivado, obteve-se um
rendimento de 32,79 + 3,47 % e valor de atividaseiperada igual a 6,53 = 0,43 %.
Assim como o suporte-glutaraldeido, esperava-serasultado melhor de atividade
recuperada, pois este derivado exibiu um dos nmigrdimentos de imobilizacéo,
portanto uma grande quantidade de enzima estabeligegdo com o suporte, tendo

possivelmente ocasionando distorcfes na estrutzraatica.
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Figura 4.10: Espectros vibracionais de infravermelho em pastile KBr para o
suporte-glutaraldeido-gliceril apos a etapa deagéie com glutaraldeido e com glicidol

antes da etapa de oxidacdo com NalO

Tabela 4.8: Frequiéncias vibracionais do suporte-glutaraldgiaeril apos a etapa de

ativacdo com glutaraldeido e com glicidol antesxidacdo com Nal®

Frequéncia (cm") | Atribuicdes de deformacdes
3594 axial O - H
1721 axial O=C—-H
1463 axial N =C
1116 axial C-0-C

ApoOs a etapa de ativacdo com glutaraldeido e caeidgll antes da etapa de
oxidacdo com Nalg) o suporte possui ligacdes do tipo base de Selgfupos aldeido,
hidroxila e hidroxila em sua estrutura, o que favidamente comprovado pelo
aparecimento das deformagfes nas frequéncias exdsticas (Tabela 4.8) no espectro
IR (Figura 4.10).
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Figura 4.11: Espectros vibracionais de infravermelho em pastile KBr para o
suporte-glutaraldeido-glioxil apos a etapa de afivacom glutaraldeido e com glicidol

seguido de oxidacao com NalO

Tabela 4.9: Freqliéncias vibracionais do suporte-glutaraldgidndl apds a etapa de

ativacdo com glutaraldeido e com glicidol seguid@xgidacdo com Nal©

Frequéncia (cm") | Atribuicdes de deformacdes

1716 axialO=C-H
1467 axialN=C
1121 axialC-0-C

Através do aparecimento das deformacdes no espdRtrgFigura 4.11),
verificou-se a presenca base de Schiff e grupadddde éter no suporte apés a ativacao
com glutaraldeido e com glicidol, seguido de ox@acom NalQ@, verificados pelas
suas respectivas freqléncias vibracionais caratitexd (Tabela 4.9). Para o derivado
Toyopearl-glutaraldeido-glioxil, obteve-se o memnlms rendimentos de imobilizacao,
11,35 + 1,91 % com valor de atividade recuperaddém, relativamente baixo, 2,01 +
0,12 %, porém maior que aquele encontrado pargortgdglioxil. A intensidade da
deformacgdo referente ao grupo aldeido neste supgontelativamente pequena, em
relacdo aos outros suportes avaliados. Emboratargldeido tenha reagido com boa
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parte dos grupos funcionais do suporte e o0 glicidmhgido com o0s grupos
remanescentes, devido a alta reatividade do gld&dm, as ligacfes estabelecidas com
esse agente sdo muito instaveis e reversiveis/tamda em um rendimento de
imobilizagdo menor que o suporte tratado apenas ghodol. O suporte Toyo-

glutaraldeido-glioxil se comportou como se apesas glicidol tivesse sido utilizado.
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Figura 4.12: Espectros vibracionais de infravermelho em pastile KBr para o
suporte-glioxil-EDA apds a etapa de ativacdo coitidygll, seguido de oxidagdo com
NalO,4, e com EDA.

Tabela 4.10:Freqiiéncias vibracionais do suporte-glioxil-EDAsja etapa de ativacédo
com glicidol, seguido de oxidagcdo com Ngl® com EDA.

Frequéncia (cm") | Atribuicdes de deformacdes

3515 axialN-H
1661 angular N - H
1223 axialC-0-C
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Depois das etapas de ativacdo com glicidol seguidooxidacdo e com
etilenodiamina, pode-se observar a presenca deogrefer e amino no suporte,

atribuidas por suas respectivas frequéncias (TdbEM.
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Figura 4.13: Espectros vibracionais de infravermelho em pastile KBr para o
suporte-glioxil-EDA-glutaraldeido apds a etapa teagdo com glicidol, seguido de

oxidacao com Nalg) e com EDA e glutaraldeido.

Tabela 4.11: Frequéncias vibracionais do suporte-glioxil-EDAitglraldeido apés a
etapa de ativacdo com glicidol, seguido de oxidag@m NalQ, e com EDA e

glutaraldeido.

Frequéncia (cm®) | Atribuicdes de deformacées
3610 axial N - H
1729 axial O=C-H
1459 axial N =C
1063 axialC-0-C

ApoOs a ativacdo com glicidol, etilenodiamina e gtatdeido, ha formacao de
base de Schiff e dos grupos aldeido, éter e ammmauporte, da mesma forma
verificados pela presenca das freqiéncias vibrag@difrigura 4.13) caracteristicas para
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cada grupo funcional (Tabela 4.11). Para este a#oivo rendimento de imobilizagéo
foi de 24,45 + 1,82 %, menor que os rendimentosdobtpara Toyopearl-Glioxil-
Glutaraldeido e Toyopearl-Glutaraldeido. Com essevado, obteve-se um elevado
valor de atividade (U/g de suporte), bem como elewalor de atividade recuperada,
23,77 £ 3,36 %. Entretanto, a intensidade da defo&m para o grupo aldeido presente
neste suporte foi bastante pequena em relacdoua@s suportes avaliados. Com base
nestes resultados acredita-se que a enzima, adgae alo suporte Glioxil-EDA-
Glutaraldeido, sofreu menores distor¢des em suat@st, pois grande parte da enzima
ligada ao suporte conservou sua atividade, deviestabelecimento de ligacdes efetivas
entre a enzima-suporte. A partir destas observacdesluimos que o emprego de
compostos que aumentam a distancia entre a enzimauporte (como o EDA e o
glutaraldeido) havendo uma diminuicdo da influéndas efeitos estéricos, o que
resultou em um efeito direto no aumento da ativedadrolitica, dos rendimentos de
imobilizacéo, da atividade hidrolitica e da atildaecuperada dos derivados.
Relacionando os resultados obtidos para os par@snes imobilizacdo usando
Toyopearl para a preparacdo dos suportes a partiiferentes estratégias de ativacéo
podemos observar que a atividade catalitica dogadiers obtidos ndo € proporcional a
quantidade de grupos aldeido presentes no supmdetd a imobilizacdo, ela depende
de varios outros fatores, como a reatividade dopayg funcionais presentes no suporte,
depende da distancia relativa entre esses grugasisstancia entre os grupos terminais
e a superficie do suporte, com relacdo aos efe#tizseoquimicos, além da enzima ficar
impedida estericamente ao substrato, ainda tere¢sito na ligagéo da enzima-suporte.
Pode ocorrer efeito de desnaturacdo quando sbdgjante enzima ao substrato, pois se

perde atividade por distorcdo na molécula.

4.5. Imobilizagdo com alta concentracdo de proteina

Realizou-se um estudo com imobilizacdes utilizadiflerentes concentracdes de
proteina. Nestes experimentos foi utilizada umegpgmecdo de CalB, previamente
dialisada. A solugcdo dialisada foi utilizada pardtag que as impurezas, proteinas
menores que a CalB, atrapalhassem o processo payasem preferencialmente ao

suporte, devido ao tamanho pequeno e menor velteida difusdo no meio. O suporte
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selecionado para as imobilizacbes foi o Toyo-GE@nfarme mencionado
anteriormente.

A cada ensaio realizado, foram calculados os paramde imobilizacéo e, de
acordo com os resultados obtidos, aumentou-se tgraaeente a quantidade de proteina
oferecida ao suporte, até que se atingisse a saturdJtilizaram-se as seguintes
concentracdes de proteina: 10, 20, 40, 60 e 80 degyporte. A Figura 4.14 mostra o
perfil da atividade hidrolitica do derivado em fén¢cda quantidade de proteina

oferecida.
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Figura 4.14: Perfil de atividade hidrolitica para diferentesx@entracdes de proteina,

utilizando CALB dialisada, com tempo de imobilizagke 6 horas, pH 10, a 25° C.

Esperava-se que os derivados exibissem uma atevitiadtolitica cada vez
maior a medida que se aumentasse a quantidadeotddénpr oferecida ao suporte. No
entanto, para uma concentracao de 40 mg/g ocoatewagdo do suporte, ou seja, a
partir desse valor o aumento da concentracdo dsmanmma solucao de imobilizacdo ndo
acarretou em aumentos significativos na atividaneetivado (fazendo consideracdes
com relacdo ao erro experimental), deste ponto iemtej os valores obtidos para a
atividade hidrolitica se estabeleceram em um patama

Para uma melhor avaliacdo da influéncia da conagfitr de enzima oferecida,

além da atividade hidrolitica do derivado, foramcuelados também os seguintes
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parametros de imobilizagdo: atividade recuperaéadimento de imobilizacdo e
quantidade de proteina ligada (Tabela 4.12).

Tabela 4.12:Parametros avaliados na imobilizacao utilizandereintes concentragdes
de proteina, utilizando o suporte Toyo-GEG, compierme incubagdo de 6 horas, pH
10, a 25°C.

Concentracéo de Atividade do Atividade Rendi Proteina
. . endimento| " .
proteina derivado recuperada (%) ligada

(mg proteinal/g suporte) (Ulg) (%) (%)
10 360,36 + 2,08 19,75+0,45 91,91 +0,6351,72
20 1054,55 £ 57,06 4,12+0,11 93,24 + 0,0536,24
40 2238,25+27,33] 3,91+0,06 99,98 +0,0047,20
60 2405,20+130,99 2,63+0,1p 83,36 +(,1533,33
80 2198,83+0,11 1,08 £ 0,00 99,70 + 0,0818,83

Através da analise dos dados dispostos na Tab&R #erifica-se que a
quantidade de proteina que se liga ao suporte dimmom o aumento da concentracao
de proteina oferecida para imobilizacdo. A ativedadirolitica dos derivados aumenta
de acordo com 0 aumento da concentracdo de prpteasatinge um valor constante
(dentro da margem do erro experimental), a pagtic@hcentracdo de 40 mg proteina/g
suporte, atingindo assim um patamar de saturagétommo de 2280, 76 + 109,5 U/g de
suporte.

Outro ponto importante para a constatacdo do Wivedaturacdo do suporte € 0
fato da atividade recuperada diminuir com o aumelatmferecimento de proteina ao
suporte. Este parametro nos fornece uma relacde anatividade do derivado e a
atividade que se esperaria obter no derivado. Aldatores podem levar a diminuicao
da atividade recuperada, como por exemplo, ressicdifusionais (efeitos de
transferéncia de massa), pois a medida que a enainsa ligando ao suporte fica cada
vez mais dificil o acesso das enzimas a superficissuporte. Com o aumento da
concentracdo de proteina oferecida ocorre a inzalg#io de moléculas de proteina
muito proximas uma das outras, evitando que opn@ginas tenham acesso aos grupos
ligantes devido impedimento estérico, 0 que tamb®m a reducdo da atividade por
mudancas conformacionais e distor¢des na estretzeanatica.

64



Capitulo 4 — Resultados e Discussfes Carneiro, E. A.

A concentracdo enzimatica oferecida ao suporte garebilizacdo covalente é
uma das variaveis que controlam a intensidade siéigecdes, ou seja, para elevadas
concentracdes enzimaticas o numero de ligacOesadi® enzima ao suporte tende a
reduzir, porém se a concentracdo de enzima foronhdtxa, o elevado numero das
ligacdes enzima-suporte pode causar perda de adwido derivado imobilizado, isto
depende também da densidade de grupos ativos mafisigpdo suporte (Adriano,
2004). Com concentracdes mais baixas de enzintajidagde especifica é reduzida por
efeitos de distor¢cdo na estrutura da enzima narsiagfio ao suporte. No entanto, para
uma concentracdo mais elevada, esse efeito é nmeweso, mas podem ocorrer
limitagcdes difusionais devido a grande quantidadeptbteinas ligadas ao suporte,
diminuindo sua atividade especifica (Cardias, 1®8&driguest al, 2007).

Os valores de rendimento de imobilizacdo alcancddosm bastante altos,
mostrando que praticamente toda enzima oferecgiask ao suporte embora nédo
permaneca na forma ativa, devido distor¢cao e/oarpogicdo, a partir desses resultados
podemos concluir a ocorréncia do fendmeno de “ogermded” que € caracterizado pela
imobilizacdo das enzimas em multicamadas. Esperaeanwalores maiores para oS
parametros de atividade catalitica, como a atiwdestuperada, com o aumento da
concentracdo de enzima oferecida. Estes resultdutmos mostram que derivados com
alta concentracdo enzimatica podem estar sujeitodimatacoes difusionais,
impedimentos estéricos e desnaturacdo da estqoti@ica (Goncgalves, 2001 e Yadav
e Jadhav, 2005).

4.6. Efeito do tempo de imobilizacdo nas propriedas da enzima imobilizada

Fizeram-se alguns ensaios de imobilizacdo utilieadderentes tempos de
incubacao, 6, 12, 24 e 72 horas, para se avali#dugncia do tempo de imobilizacdo
nas caracteristicas funcionais do biocatalisadmra Bstes experimentos foi utilizada a
preparacao comercial de CalB na forma bruta. Orseipilizado para as imobilizagbes
foi o Toyo-GEG, conforme mencionado anteriormente.

Para todas estas imobilizacGes, foram calculadosegsintes parametros de
imobilizac&o: atividade hidrolitica do derivadayatade recuperada, perda da atividade
do branco (aliquota solucdo de enzima utilizada papbilizacéo retirada no instante
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em que o suporte é colocado em contato com a mesmegntida sob as mesmas
condicbes do experimento) e rendimento de imolg#ima Os resultados podem ser
observados na Tabela 4.13. Utilizou-se uma cormgirde proteina 6 mg/g (369,36 +
5,57 U/mL) de suporte, pH 10, a 25° C, vale reasajtie para o calculo da atividade
recuperada, nesse caso, nao foi levada em cordgeda ge atividade do branco, pois a
sua relevancia acarretaria em valores errbneosgsaparametros atividade recuperada
e rendimento de imobilizag&o.

Tabela 4.13: Avaliacdo de parametros na imobilizacdo com difiz® tempos de
incubacao, utilizando o suporte Toyo-GEG, com cotregdo de 6 mg/g (369,36 + 5,57
U/mL), pH 10, a 25° C.

Tempo de Atividade do Atividade Pgr_da de .

. A : atividade Rendimento

imobilizac&o derivado recuperada branco (%)

(horas) (U/g) (%) (%)

6 894,17 + 43,29 2,60+0,11 17,39+0,11  95,68200
12 1897,36 £73,23 | 7,99 +1,11 33,12+1,20 96,77 £0,22
24 1353,37 273,77 | 9,87 +2,12 55,19 +0,26 95,59+ 1,35
72 1156,87 + 32,93 5,32 + 0,21 66,51 +£0,95 98,7528

Através da observacéo dos resultados obtidos nalddkl3 percebe-se que ao
aumentar o tempo de contato da solucdo de enzimaocsuporte de 6 h para 12h,
obtém-se um derivado de maior atividade hidrolitRaa tempos superiores a 12 horas
de incubacao, a atividade do derivado permanecstaitie, considerando-se o erro
experimental. Houve um aumento da atividade reag@eem funcdo do aumento do
tempo de incubacéo e para o periodo de imobilizag@erior a 24 horas esse valor
diminuiu sensivelmente.

A capacidade da enzima de fazer ligagbes permacacstante, ou seja, O
processo de imobilizagdo alcangca um patamar, masteaacoes entre a enzima e o
suporte continuam sendo estabelecidas, devidokalpitmlade da formacéo de ligacdes
multiplas neste valor de pH 10 (Matebal.,2000). A obtencdo destes resultados deve-
se a formacado de ligagbes multipontuais entre anene 0 suporte, 0 que provoca
mudancas conformacionais e, consequentementenagfoes no sitio ativo da enzima.

Imobilizacdes em pH 10 favorecem a ocorréncia gacbes multipontuais e quanto
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maior o tempo de incubacédo, a tendéncia é ocorreagla vez mais interacdes (Mateo
et al, 2007). De acordo com os resultados obtidos, fganpos de imobilizacdo muito

grandes, ocorre deformacdo da enzima devido a f@wondessas ligacbes multiplas
acarretando assim perda da atividade e, tambénerda ple atividade da solucdo
sobrenadante no decorrer do processo de imobibzaca

A perda na atividade da aliqguota de solucdo denenziutilizada para
imobilizacao, retirada no instante em que o supddelocado em contato com a mesma
mantida sob as mesmas condicdes do experimentogrdwoun linearmente com o
aumento nos tempos de incubac&o. Embora a CalBgessabilidade em faixas de pH
alcalino (7 a 10), o seu pH 6timo de atuacéo éiik @& Christensen, 2002). Observa-se
que a enzima sofreu inativacdo, denotada pela pdalaatividade na solucdo
sobrenadante, por permanecer por tempos prolongaekse valor de pH. Os altos
valores obtidos para os rendimentos de imobilizagastram que a desnaturacédo da
enzima em solugdo n&o provocou efeito negativotivedade dos derivados obtidos,
pois quantidades semelhantes de enzima (em temadivigdade de sobrenadante)
ligaram-se ao suporte.

Na literatura (Pedrochet al, 2006), ha relatos da relacéo direta do aumesdo d
ligagBes da enzima ao suporte com o acréscimotahiletade térmica e operacional
dos derivados obtidos, embora os processos de liragléio que envolvam ligacdes
multiplas resultem em atividades relativamente meso

Com o estudo de imobilizag&o utilizando difereriegapos de incubacao foram
obtidos resultados de atividade hidrolitica compeisicom os observados nos ensaios
realizados utilizando altas concentracdes enziamtialém do mais, derivados com
grande quantidade de enzima imobilizada aumentanolzabilidade de ocorréncia de

efeito estérico e atraso difusional.

4.7. Ensaios de estabilidade térmica

Realizou-se um estudo de estabilidade térmica esrsguizeram ensaios para a
enzima soluvel e para a enzima na forma imobilizzata diferentes temperaturas, 40,
60 e 80° C. Para a enzima imobilizada, fez-se undescomparativo entre os dois
melhores derivados obtidos variando-se as estestéde ativacdo, Toyopearl-EDA-
Glioxil-Glutaraldeido (Toyo-GEG) e Toyopearl-Gli®xzlutaraldeido (Toyo-GG), e a

67



Capitulo 4 — Resultados e Discussfes Carneiro, E. A.

enzima imobilizada comercial, Novozym 435. O ef@totempo de incubacéo (6, 12,
24 e 72 horas) na estabilidade térmica dos dersvadmbém foi avaliado. A

estabilidade foi avaliada com relacdo ao desempaahudrélise do PNPB e todos os
procedimentos de inativacdo térmica foram realigagdon banho Umido com

temperatura de 60°C, pH 7,0. Escolheu-se esse dalpH por ser o pH 6timo da CalB
(Kirk e Christensen, 2002).

4.7.1. Estabilidade térmica da enzima sollvel e eénz imobilizada

Primeiramente foram realizados os ensaios de &dtal® térmica para a enzima
solivel e o derivado Toyo-GEG com tempo de imohiJ@m de 6 horas, nas
temperaturas de 40, 60 e 80° C. A Figura 4.15 masiperfil da curva de inativagao
térmica para a enzima soluvel em fung¢édo do deenésda atividade hidrolitica com o

tempo.
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Figura 4.15: Perfis de atividade hidrolitica residual para @ase do tipo B deC.
antarcticana forma soluvel, nas temperaturas de=)0 &0 @) e 80° C &), inativacdo
térmica por incubacdo em tampéo fosfato pH 7, enndaimido, atividade hidrolitica
de PNPB (15 mM).
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Observou-se que para a temperatura de 40° C aaatesihidrolitica decresce
mais nos primeiros 5 minutos retendo cerca de & %ua atividade inicial e, apds esse
periodo sua atividade residual apresenta um leeeésiemo, para 60° C ocorre o
decaimento de maneira acentuada durante os presnedraninutos de incubacéao, até
este ponto a enzima retém cerca de 15 % de sudaalkve para 80° C nos primeiros 2
minutos o decaimento é bastante drastico, reteneltosnde 10 % de atividade, no
restante do tempo de incubacdo o decaimento damlatey ocorre de maneira mais
suave.

Na Figura 4.16 observam-se as atividades hidragitresiduais para o derivado
Toyo-GEG, nas temperaturas de 40, 60 e 80° C egadutio tempo.
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Figura 4.16: Perfis de atividade hidrolitica residual para oivdgelo Toyo-GEG, nas
temperaturas de 4@), 60 @) e 80° C &), inativacédo térmica por incubacdo em tampao
fosfato pH 7, em banho Uumido, atividade hidrolitieaPNPB (15 mM).

Para a temperatura de 40° C, nas primeiras 7 havasrvou-se que a atividade
hidrolitica decresce mais até reter cerca de 65e%ua atividade inicial, apos esse
periodo sua atividade residual apresenta um déer@smais suave, para 60° C o
derivado retém cerca de 40 % de sua atividade &pdsoras de incubacéo e depois
continua caindo suavemente, enquanto para a tetapeide 80° C o derivado Toyo-

GEG perde quase toda sua atividade para o mesewadld de tempo. As curvas de
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inativacdo térmica, para a enzima sollvel e paderivado Toyo-GEG, mostraram
perfis similares, que sugerem a presenca de sullgm@gies de enzimas que S&o
imobilizadas ao suporte através da ligacado dealomais residuos, ou seja, através de
ligacdo multipontual (Mateet al.,2000).

A partir dos resultados apresentados na Figura &.436, concluimos que as
curvas de decaimento da atividade hidrolitica agmasam um perfil exponencial, esta
informacé&o foi necessaria para a busca de um méjoddosse capaz de calcular a
constante de desativacao térmikg € o tempo de meia vida,f) dos biocatalisadores,
desta forma, estes parametros de estabilidadect@fioiam obtidos através do método
de ajuste exponencial ndo-linear cujo procediméaitgreviamente descrito no item
3.2.13.1, para a enzima soluvel e para o derivango-IGEG, com excecdo destes
parametros para a temperatura de 40° C para aermisja solluvel e Toyo-GEG, que
foram obtidos através do método de ajuste linepr ptocedimento foi previamente
descrito no item 3.2.13.2, ja que ndo foi possvebtencdo destes através do método
exponencial.

A Tabela 4.14 traz os resultados obtidos para anengoluvel (ES) e para a
enzima imobilizada (El), Toyo-GEG, para cada terapea. Desta forma, foi possivel
calcular, também, o fator de estabilidade (FE) parderivados.

Tabela 4.14: Tempos de meia-vida para a enzima solluvel (EShra p enzima
imobilizada (El), Toyo-GEG, nas temperaturas des@0g 80° C, inativagcdo térmica por

incubacdo em tampao fosfato pH 7, em banho umidod{ise de PNPB 15 mM).

Temperatura Tempo de meia r2 | Tempo de meia R? Fator de
© C) vida ES (min) vida EI (horas) estabilidade
40" 97,08 0,777 61,12 0,905 37,78
60° 4,71 0,993 10,49 0,977 133,49
80° 0,57 0.981 0,39 0,989 40,68

a: Método de ajuste linear

b: Método de ajuste exponencial ndo-linear
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O modelo em que se utiliza o ajuste exponenciatlingar utilizando os
parametros de uma inativacdo térmica, proposto Samana e Henley (1987), se
adequou melhor aos dados experimentais, pois fokditios R maiores que 0,9.

Observou-se que, para todas as temperaturas, a gerdtividade da enzima
solavel, na temperatura estudada, é superior azima imobilizada, o que nos permite
concluir que a imobilizacdo conferiu a lipase umaian estabilidade térmica.
Provavelmente, a ligacdo covalente ao suporte wmardeenzima em sua forma mais
estavel mesmo quando submetida a condicbes advdesagmperatura. A forte
interacdo entre a enzima e o suporte, proporciopalta efeito da ligacdo covalente,
pode tornar a molécula enzimatica mais rigida Bseglientemente, menos sensivel aos
efeitos do calor (Guisan, 1988 e Fernandéz-Lafustraé 1993).

Na temperatura de 40° C nao foi possivel calculeengpo de meia vida para
enzima solavel e nem para o derivado através doduoéle ajuste exponencial néo-
linear, pois os mesmos no decorrer do experimeidoapresentaram atividade residual
inferior a 50 %, assim estes parametros foram obtatravés do método de ajuste
linear. Para esta temperatura tanto ES quantoreimfmbtidos os maiores valores de
tempo de meia-vida, porém para este derivado adangum menor fator de
estabilizacdo dentre as trés temperaturas estydadaseja, a imobilizacdo nao
acarretou um ganho muito significativo na estaadiel da estrutura enzimatica.

Para a temperatura de 60° C, para ES e EIl foramdosbvalores de tempo de
meia-vida um pouco menores, para efeito comparatixibiram valores intermediarios,
porém este derivado exibiu um fator de estabili@agaior, 133,49 vezes mais estavel
do que para a enzima soluvel. Portanto, esta texiyparfoi escolhida para avaliacédo de
outros parametros que influenciam a estabilidadei¢a.

Para a condicdo de temperatura mais drastica, 8@®SCe EI exibiram os
menores valores de tempo de meia-vida, um pouc@mm&nmas mesmo assim, para
esta temperatura, o fator de estabilizacdo da enestabilizada ainda foi maior que
aguele encontrado para a temperatura de 40° C

A Figura 4.17 apresenta o efeito comparativo ddilpkas curvas de inativacao
térmica para a enzima soluvel e a enzima imobitizad suporte Toyo-GEG com
concentracdo de proteina de 6 mg/g (369,36 + 5/6W.)J, tempo de imobilizagdo de 6
horas, pH 10, 25° C.
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Figura 4.17: Perfil de atividade hidrolitica residual para a@iera soluvel &) e para a
enzima imobilizada ) suporte Toyo-GEG com uma concentracdo de protdéna
6mg/g, 6 horas de imobilizacédo, pH 10, 25° C,zadilido preparagdo comercial bruta,
desativacao a 60° C em tampdao fosfato pH 7, atieidiédrolitica de PNPB (15 mM).

Os perfis de inativagcdo térmica obtidos na Figurd74 mostram que o
decaimento da atividade para a enzima sollvel érain acentuado que para a enzima
imobilizada. Nas primeiras 3 horas, o derivadomet&rca de 80 % da sua atividade

inicial enquanto a enzima soluvel ja perdeu totalmsua atividade hidrolitica.

4.7.2. Estabilizacao térmica dos derivados produzas$versusderivado comercial

Os ensaios de estabilidade térmica foram realizadosa enzima imobilizada
comercial, Novozym 435 e para os dois melhoresvad@os (com relacdo a atividade
hidrolitica) obtidos variando-se as estratégiasatieacdo, Toyopearl-EDA-Glioxil-
Glutaraldeido (Toyo-GEG) e Toyopearl-Glioxil-Gluaédeido (Toyo-GG), ambos com
as seguintes condi¢des de imobilizagdo: concemtrde® mg de proteina/g de suporte,

6 horas de imobilizagcéo a pH 10 a 25° C.
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Na Figura 4.17 observam-se os perfis das curvaesatlizacao térmica com as
atividades hidroliticas residuais para os derivadogozym 435, Toyo-GEG e Toyo-

GG em funcéo do decréscimo da atividade hidrol@tara o tempo.
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Figura 4.18: Atividade hidrolitica residual para os derivadasvbzym 435 &), Toyo-
GEG @) e Toyo-GG ) os dois ultimos com concentracdo de proteina cegh)
(369,36 = 5,57 U/mL) , incubacdo em tampéo fosfato7, 60° C em banho Umido,
atividade hidrolitica de PNPB (15 mM).

Através dos resultados apresentados na Figura vefificou-se que o derivado
Toyo-GEG apresentou um perfil de inativacao térroma decaimento mais suave que
0s outros derivados, nas primeiras 10 horas. Baetempo de incubacéo, o Novozym
435 e o0 Toyo-GG retiveram em torno de 37 % e 25 &osda atividade inicial,
respectivamente. Para tempos maiores, o derivaderctal apresentou um decaimento
bem mais suave, com perdas menores, comparademesdds obtidos em laboratdrio.

Foi possivel calcular as constantes de desativiggAoca e os tempos de meia
vida, conforme procedimento descrito no item 3.2.18 a partir do tempo de meia vida
para a enzima soluvel obtido anteriormente (Tat€ld) foi possivel calcular, também,
o fator de estabilidade (FE) para os derivadosre@gltados podem ser contemplados
na Tabela 4.15.
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Tabela 4.15:Atividade hidrolitica do derivado comercial e pasderivados obtidos a
partir da imobilizacdo da CalB utilizando concagéo de proteina de 6 mg/g (369,36 +
5,57 U/mL) , pH 10, 25° C com tempo de imobilizacko6 horas, e seus respectivos

parametros de desativacdo térmica com incubacammmpao fosfato pH 7, 60° C em

banho Umido.
Atividade do Tempo de Fator de
Derivado derivado meia vida R? -
(U/g) (horas) estabilidade
Novozym 435 571,478 + 55,47 4,29 0,945 54,54
Toyo-GEG 894,17 + 43,29 10,49 0,977 133,49
Toyo-GG 313,88 + 13,20 0,77 0,931 9,75

Dentre os dois derivados obtidos em laboratériomelhor resultado de
estabilizacdo térmica foi obtido para o Toyo-GEGte®po de meia vida e o fator de
estabilizacdo para a enzima imobilizada comercelddym 435 foram maiores do que
para o outros dois derivados produzidos, cerca4fe\&zes o valor apresentado para o
derivado Toyo-GEG. Segundo Arrogbal. (1999), os agentes de ativacao utilizados na
preparacdo dos suportes tém efeito direto na éztadio térmica dos derivados. A
estratégia de ativagcdo adotada para este bioeakatispromoveu uma maior
estabilizacdo da enzima, provavelmente devido aaastilenodiamina no processo de

preparacao do suporte (Fernandez-Lafuettd (1993).

4.7.3. Efeito dos diferentes tempos de imobilizacaoa estabilizacdo térmica da

enzima imobilizada

Os ensaios de estabilidade térmica foram realizados o derivado obtido a
partir da imobilizacdo no suporte Toyo-GEG, nospgesnde imobilizagéo de 6, 12, 24 e
72 horas. Utilizou-se um derivado com baixa corregdb enzimatica para observacéo
do efeito isolado da desativacéo térmica, poisessltados obtidos para derivados com
altas concentracdes enzimaticas podem estar stipgress devido ao grande numero
de enzimas ligas ao suporte. Os perfis das curgasalivacdo térmica mostrando as
perdas de atividade e as atividades hidroliticaisiuais para os derivados em funcdo do
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decréscimo da atividade hidrolitica com o tempoepodser observados nas Figuras
4.18 e 4.19, respectivamente.
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Figura 4.19: Perfis das perdas de atividade hidrolitica pardesvados com tempos de
6 (m), 12 @), 24 ®m) e 72 @) horas de imobilizacdo em pH 10 a 25° C, paraporse
Toyo-GEG, concentracdo de proteina de 6 mg/g (868,3,57 U/mL), por inativacéo

térmica por incubagdo em tampéo fosfato pH 7, 66fh®anho umido.

100 fF

—m— 6 horas |
—&— 12 horas 1

s

:_g 80- —a— 24 horas |
] —=&— 72 horas
(7) J \+\ ; ]
S 40{ |\ s :
2 | —= -
L 204 S—
g %
§e) i
=

Z 0+ ——————

Tempo (horas)
Figura 4.20: Perfis de atividade hidrolitica residual para eev&ados com tempos de 6
(m), 12 @), 24 @) e 72 @) horas de imobilizagdo em pH 10 a 25° C, paraporse
Toyo-GEG, concentracdo de proteina de 6 mg/g (86%2,%,57 U/mL), inativacao

térmica por incubacdo em tampéao fosfato pH 7, 66MM®anho umido.
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A partir dos resultados apresentados nas Figurb8 d.4.19, foi possivel
calcular as constantes de desativacdo térmica teropos de meia vida para 0s
derivados, conforme procedimento descrito no itenl3, e a partir do tempo de meia
vida para a enzima soltvel obtido anteriormentebéla 4.14) foi possivel calcular,
também, o fator de estabilidade (FE) para os ddosaOs resultados podem ser
contemplados na Tabela 4.16.

Tabela 4.16: Atividade hidrolitica dos derivados obtidos a pada imobilizacdo da
CalB em Toyo-GEG, utilizando concentracdo de pnatele 6 mg/g (369,36 = 5,57
U/mL), pH 10, 25° C para os tempos de imobilizagad, 12, 24 e 72 horas, e seus
respectivos parametros de desativacao térmica icombacao em tampao fosfato pH 7,
60° C em banho umido.

Tempo de Atividade do Tempo de meia Fator de
imobilizagéo derivado vida R? estabilidade
(horas) (U/g) (horas)
6° 894,17 + 43,29 10,49 0,977 133,49
12° 1897,36 + 273,23 2,99 0,963 38,08
24 1353,37 + 273,77 4,55 0,954 57,96
72 1156,87 + 32,93 129,32 0,623 694,59

a: Método de ajuste linear

b: Método de ajuste exponencial ndo-linear

Os dados obtidos neste estudo nos mostram um amheitividade hidrolitica
do derivado com o acréscimo do tempo de imobilieag@as para tempos superiores a
12 horas (24 e 72 horas) ocorrem perdas na atiwjdzsle fato deve-se a enzima fazer
ligacdes multipontuais ao suporte ao invés dezaaligacdo unipontual isto confere a
lipase uma maior estabilizacdo, provavelmente,gacéo multipontual ao suporte
manteve a enzima em sua forma mais estavel mesamagusubmetida a condi¢cdes
adversas de temperatura durante longos periodespdsicdo. A forte interacdo entre a
enzima e o suporte pode tornar a molécula enzieatais rigida e, consequentemente,
menos sensivel aos efeitos do calor, embora isaoede perdas significativas nas

atividades dos derivados (Tardietial.,2003). O valor de estabilizacdo para o derivado
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obtido para um tempo de imobilizacdo de 72 horasmiaior que o obtido para o
derivado comercial, 12,74 vezes.

4.8. Ensaios de estabilidade operacional

A sintese do butirato de butila com rendimento 98986 usando lipase de
pancreas de porco, suportada em material porodie]cem hexano, relatada no
trabalho de Castret al (2000) mostra a vantagem do uso de biocatalisadw sintese
de ésteres flavorizantes, por esse motivo paraafiagfio da aplicabilidade de um
biocatalisador, além da estabilidade térmica, &zecessario realizar estudos de
estabilidade operacional, que constituem experioseqie comprovem o desempenho
do derivado perante reacdes de sintese.

Para os ensaios de estabilidade operacional fdiaga a atividade de sintese
dos derivados obtidos a partir do suporte Toyo-Gle@G tempos de 6 e 72 horas de
imobilizacdo, com concentracdo de 6 mg de protgide/suporte, a pH 10 a 25° C.
Estes também foram submetidos a ciclos de 24 horas.

N&o foi possivel a realizagcdo de ensaios de sirmgas® a enzima na forma
soluvel devido a aglomeracdo da CalB através dado#o de agregados, este fato
deve-se ao pH do meio reacional (acido butirictarl e hexano) ser igual a 5,0, ou
seja, valor muito proximo ao pH em que todas aseatnacdes eletrostaticas da enzima
se anulam (ponto isoelétrico) no processo de inzalgdio. Proximo ao ponto isoelétrico
da enzima (pH 6), ponto em que as concentracfais a enzima sao nulas, ha uma
forte tendéncia a formacao de agregados.

A Figura 4.21 mostra os perfis de conversdo agdato tempo de sintese do
butirato de butila em hexano para o derivado coisleNovozym 435 e os derivados
Toyo-GEG com tempos de imobilizacao de 6 e 72 horas
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Figura 4.21 Perfis de conversédo ao longo do tempo de sidi@$ritirato de butila em
hexano a 25° C para o derivado comercial Novozyt (#3 e o derivado Toyo-GEG
(m), utilizando &cido butirico 0,3 M e n-butanol 0/3pH 5,0.

As curvas de conversao na Figura 4.21 mostranpgreo derivado comercial
Novozym 435 a sintese do butirato de butila atunga alta converséo logo no inicio da
reacdo, mas a conversao para este derivado é cuastante ao longo da reacéo, de 85
%, enquanto o derivado Toyo-GEG com tempo de inmalgiio de 6 horas possui um
perfil de conversado crescente ao longo do temggoatgir a conversdo de 80 % e o
derivado com 72 horas de imobilizacdo também passyperfil de converséo crescente
ao longo do tempo, sé que atingir a conversao deasp60 %. A afinidade da CalB por
substratos de cadeia curta contribuiu para os emlde conversdo satisfatorios na
reacao de esterificacdo do butirato de butila. GOvaéo Toyo-GEG, com 6 horas de
imobilizacéo, leva cerca de 4 horas para atingioraversao alcancada pelo Novozym
435 em 30 minutos, de 70 %.

Em alguns casos a propria enzima funciona comoharraira a difusédo, devido
efeitos estéricos. O impedimento estérico ocorréiddea dificuldade imposta ao
substrato ja que as enzimas podem estar imobibzdeldal forma que o seu sitio ativo
esteja inacessivel. Como o derivado de 72 horasndbilizacdo as enzimas estdo
ligadas ao suporte em muitos pontos, devido a iilmabéo covalente multipontual, ela
estd menos acessivel ao substrato o que acabaligae@o a conversdo por atraso

difucional, portanto a velocidade de reacao é déefmor limitacdes difusionais, ja que
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0S substratos precisam vencer uma espécie derhapaia atingir o sitio ativo da
enzima (Cardias, 1996).

Deve-se tomar cuidado ao comparar derivados corns @aléos valores de
atividade hidrolitica obtidos em laboratério conderivado comercial Novozym 435,
pois este derivado foi feito para sintese e néa palrolise.

Na Figura 4.22 sao encontrados os ensaios ddlielstdb operacional baseados
na conversao utilizando o derivado comercial NowoZy35 e os derivados Toyo-GEG,
com tempos de imobilizacdo de 6 e 72 horas, ematurp nimero de ciclos com
duracdo de 24 horas (bateladas consecutivas) @sesitho butirato de butila em hexano
a 25° C, utilizando acido butirico 0,3 M e n-buta®8 M, pH 5,0.

0.9+

0.8+
S
5 i\E ]
% 0.7 \} 1
o)
@) \

0.6{ —=— Novozym 435 i

—=— Toyo-GEG - 6 horas \
| —=— Toyo-GEG - 72 horas Ll

1 2 3 4 5 6 7

numero de ciclos
Figura 4.22: Perfil da estabilidade operacional com relaca@raversao, baseada em
ciclos de sintese de butirato de butila de 24 hemnadiexano a 25° C, utilizando acido

butirico 0,3 M e n-butanol 0,3 M, pH 5,0 para oikato comercial Novozym 43m]) e
o derivado Toyo-GEGxK().

Observou-se que had um decréscimo da atividademétiza em funcdo do
namero de bateladas e apos sete ciclos de simtebexano, o derivado de 6 horas de
imobilizacdoo manteve 76 % de sua atividade ini@aka perda de atividade ndo €
muito significativa, pois nas mesmas condi¢cOes mx@mtais o derivado comercial

reteve apenas 79 % de sua atividade, enquantooisijvado obtido com 72 horas de
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imobilizacdo manteve 70 % de sua atividade inieipfs 5 ciclos de sintese, nos ciclos
seguintes o derivado apresentou uma perda bastegm¢uada, ndo condizente com 0s
valores de conversao residual anteriores, levanmmsiderar a ocorréncia de perda de
massa de derivado.

Outros autores, ao estudarem a imobilizagcdo d& €al diferentes suportes
obtiveram resultados de atividade retida de 10 %s aete ciclos em carvao ativado
(Rodrigueset al, 2007) e 75 %, em fibra de coco verde, apos abicos (Brigida,et
al., 2007), ambos para a sintese do mesmo éster entdguEstudos realizados para a
imobilizacdo de lipase d€. cylindraceapor adsor¢cdo em zedlita Y (Knezewtal.,
1998) e lipase d€. cylindraceae deC. rugosapor adsor¢do em oOxido de niobio
(Castroet al,, 2000) apresentaram grandes perdas de atividat®s, para a hidrolise
de Oleo de palma. Casted al (2000) apds cinco ciclos conseguiu reter apebds 2da
atividade inicial enquanto Knezewit al.(1998), apds sete ciclos, reteve apenas 10 %.

O decréscimo na conversdo pode ser atribuidoesagites das condigbes de
hidratacdo do biocatalisador, afetando a atividaml@ovo ciclo, bem como a presenca
de substratos ndo consumidos e produtos formadps (& éster, por exemplo) na
reacao anterior (Caet al, 1999). Estes resultados de estabilidade operaciodicam
que além da estabilizagcdo da lipase frente a teatyar devido a sua imobilizacao por
ligacdo covalente ao suporte, a enzima se tornads esavel ao efeito do solvente
(hexano) e/ou produtos e substratos da reacamsaido butirato de butila. Rodrigues
(2005), obteve para a imobilizagdo de CalB em gaita-glioxil a retencéo de 60 % da
atividade inicial ap6s 10 ciclos de sintese doratdide butila.
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5. CONCLUSAO

A preparacdo comercial de lipase dea@tarcticaB na forma sollvel utilizada
nos estudos de imobilizacdo para o suporte Toybpe@apreviamente caracterizada
através da determinacao da sua atividade hidepligchidrolise do PNPB, 2.574,705 +
50,56 U/mL, do teor de proteinas de 10,88 mg déeppra/mL de solugdo e atividade
especifica de 238,399 + 4,68 U/mg. O ensaio deoébeese detectou a presenca de
outras proteinas além da CalB no extrato enzimagioo este motivo foi necessaria a
purificacdo da preparacdo por método de didlisa paestudo da influéncia de altas
concentracdos de proteina na imobilizacdo. A diadisarretou perda na atividade
hidrolitica, de 39,540 £ 0,22%, uma vez que a saugsultante apresentou atividade
de 1.546,940 £ 34,44 U/mL, concentracdo de protd&d,43 mg/mL, embora o teor
relatico de CalB tenha auemntado consideravelmatitégade especifica de 1.083,291
+ 24,12 U/mg.

Os dados obtidos para a caracterizacdo morfoléd@asuporte Toyopearl
mostraram a presenca de fatores que possibilitaintencdo de um biocatalisador de
alto desempenho, possuindo boa area superficial (29g) com diametro médio de
poro relativamente grande (690,9 A) com relacamiB Celevada porosidade (volume
total de poros de 0.5192 &ty) e particulas relativamente uniformésste estudo
revelou ainda que o suporte empregado € classificacho material macroporoso e
portanto toda a sua area superficial esta dispbpéva a CalB.

Espectros de infravermelho mostraram a presencagrdpos funcionais
presentes no suporte antes e ao final de cadaddagtavacao.

Dentre os cinco suportes preparados a partir @éeetlifes estratégias de ativacao
nas seguintes condi¢cdes de imobilizacdo: concdmrae proteina de 6 mg/g, com
tempo de incubacdo de 6 horas, pH 10, 25° C, egades que obtiveram um melhor
desempenho quanto a atividade hidrolitica foram: yopearl-Glioxil-EDA-
Glutaraldeido (Toyo-GEG) com 894,17 + 43,29 U/gydmmearl-Glioxil-Glutaraldeido
(Toyo-GG) com 313,88 + 13,20 U/g e Toyopearl-Glali@eido com 235,39 + 0,00 U/g.
Fez-se uma comparacdo entre a enzima imobilizadaleyo-GEG e o derivado
comercial Novozym 435 (CalB imobilizada), cuja atade hidrolitica foi de 571,478 +
55,47 U/g, medida nas mesmas condi¢cdes. Observquesa atividade hidrolitica do

Toyo-GEG foi cerca de 1,56 vezes maior do que @alpara Novozym 435.
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Para se avaliar a capacidade a capacidade do swpititou-se a preparacao de
CalB, previamente dialisada, em diferentes conaeéés de proteina de 10, 20, 40, 60
e 80 mg/g de suporte. Para uma concentracdo emderd0 mg/g ocorreu saturacdo do
suporte com 2238,25 + 27,33 U/g de atividade hitical ou seja, a partir desse valor o
aumento da concentracdo de enzima na solucdo dbilimagdo ndo acarretou
mudancas significativas na atividade do derivaddsedvou-se que para baixos
concentracdos de enzima, a atividade especified&ida por efeitos de distor¢do na
estrutura da enzima na sustentagdo ao suporteamoqgue para uma concentracao
mais elevada, esse efeito € menos severo, mas pockemer limitacdes difusionais
devido a grande quantidade de proteinas ligadasuporte, diminuindo também a
atividade especifica.

Na avaliacdo da influéncia dos tempos diferentemcgbacédo no processo de
imobilizacéo, utilizaram-se tempos de imobilizagi® 6, 12, 24 e 72 horas para o
suporte Toyo-GEG, com concentracdo de proteina/§ degsuporte, pH 10, a 25° C. A
medida que se aumentou o tempo de contato da sotlg&nzima com O suporte,
obteve-se um derivado de maior atividade hidraljtembora, para tempos superiores a
12 horas de incubacédo tenha ocorrido um decréscmatividade. Isto se deve a
formacgao de ligagbes multipontuais entre a enzima@gorte, 0 que provoca mudancgas
conformacionais e, consequentemente, deformac&dtincativo da enzima e perda de
atividade.

O estudo de estabilidade térmica a 60°C e pH D@nf realizados para a
enzima solluvel e a forma imobilizada, a enzima ifimg#ttla apresentou uma maior
estabilizacdo com relagédo a forma soluvel paramapératuras de 40, 60 e 80° C, sendo
gue para a temperatura de 60° C obteve-se umdatestabilidade maior, 133,49 vezes
mais estavel do que para a enzima soluavel.

Posteriormente, fez-se um estudo comparativo estaois melhores derivados,
obtidos variando-se as estratégias de ativacdop-GBG e Toyo-GG, e a enzima
imobilizada comercial, Novozym 435. Dentre os digsivados obtidos em laboratdrio,
o melhor resultado de estabilizacdo térmica foidobpara o Toyo-GEG. O tempo de
meia vida e o fator de estabilizacéo para o deoviemyo-GEG foi maior do que para o
outros dois derivados produzidos, cerca de 2,4Bsvexalor apresentado para a enzima
imobilizada comercial Novozym 435.
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O efeito do tempo de incubacéo na estabilidadei¢araos derivados também
foi avaliado para aqueles obtidos para CalB immdila no suporte Toyo-GEG,
concentracdo de proteina de 6 mg/g. Observou-seqgaato maior o tempo de
incubacdo maior a estabilidade térmica a 60° Cividatle hidrolitica exibida pelo
derivado, embora tempos de imobilizacdo muito gean(superiores a 12 horas)
impliguem na obtencdo de derivados com atividaddsoliticas menores. A forte
interacdo entre a enzima e 0 suporte tornou a mlaléenzimatica mais rigida e,
consequentemente, menos sensivel aos efeitos dg eglesar disso ter acarretado
perdas significativas nas atividades dos derivatus periodos obtidos apés longos
tempos de incubacao.

Os resultados obtidos para a sintese do butiratbutia em meio organico
mostraram que, nas condi¢cdes operacionais adotaddsipcatalisador comercial
Novozym 435 apresentou conversao final ligeiramengor que o derivado Toyo-
GEG, este leva cerca de 4 horas para atingir aece&o alcangcada pelo Novozym 435
em 30 minutos, cerca de 70 %. O derivado Toyo-GB@ 6 horas de imobilizacéo
possui um perfil de conversao crescente ao longmmpo, até atingir a conversao de
80 % enquanto a do derivado comercial € quaseamesho longo da reacdo, em torno
de 85 %.

O derivado Toyo-GEG apresentou uma o6tima estabifidaperacional para a
sintese em meio orgéanico retendo a sua converséal iam torno de 76 % apos 7
ciclos de reacdo com duracdo de 24 horas cada,aetoqw derivado comercial

Novozym 435 reteve 79 % de sua conversao no cigdal.
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