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RESUMO - Atualmente, o uso de nanoparticulas magnéticas tem despertado
grande interesse em processos industriais, € a combinacgdo das suas propriedades
juntamente com a imobilizacdo de lipases tem sido desenvolvida a fim de se
produzir suportes de facil separacdo do meio reacional. Neste contexto, o objetivo
do presente estudo foi imobilizar a lipase de Candida rugosa em nanoparticulas
magnéticas, tais como magnetita e maghemita, por adsorcéo fisica e por ligacdo
covalente. Os biocatalisadores foram avaliados pela analise de espectroscopia de
infravermelho (FTIR) e atividade hidrolitica. Dessa forma, a partir das analises
realizadas, o melhor biocatalisador obtido foi o imobilizado por ligacdo covalente
em maghemita, apresentando uma atividade hidrolitica de 174,67 U/qg.

1. INTRODUCAO

No atual contexto industrial, a busca por formas de reaproveitamento de
biocatalisadores tém ganhado amplo espaco dentre as pesquisas para melhoria e reducdo de
custos em processos biotecnolégicos, como na utilizacdo das enzimas. Essas, sdo polimeros
proteicos formados por ligacbes peptidicas entre dois aminoacidos adjacentes, apresentando
uma regido tridimensional formada por residuos de aminoéacidos (CAMPESTRINI et al.,
2005). Dentre as enzimas, as lipases se destacam pela sua capacidade em realizar a hidrdlise
de triglicerideos de cadeia longa, cujas aplica¢fes industriais vdo desde o uso na industria
alimenticia a obtencdo de moléculas bioativas (REZANKA et al., 2017). Além disso, 0 uso
deste biocatalisador mostra-se mais ecoldgico devido a menor producdo de agentes tdxicos e
subprodutos (ZHENG et al., 2017). Dentre as lipases oriundas de diversos microrganismos, o
biocatalisador utilizado no presente trabalho foi a lipase de Candida rugosa.

Considerando o alto valor agregado e as vantagens do uso das lipases, a imobilizacdo é
uma alternativa para sua reutilizacdo, influenciando e modificando pardmetros como a
estabilidade ap6s imobilizado, podendo ser realizada por diferentes metodologias
(CARVALHO et al., 2015). A adesdo por adsorcédo fisica ocorre pela simples interacdo da
enzima com o suporte utilizado, sem a utilizacdo de interagbes quimica no processo
(SHELDON; PELT, 2013). Entretanto, a imobilizacdo por meio da ligacdo covalente ocorre
por uma forte ligacdo quimica entre a enzima e o suporte (TAN et al., 2010). Para o uso de
um material como suporte para a imobilizagdo, deve se considerar a superficie de contato,
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presenca de ions, solubilidade, resisténcia mecénica, e o biocatalizador de interesse, sendo
classificados quanto a sua composi¢do, em inorganicos e organicos, e estrutura morfolégica,
em nado porosos, porosos e estrutura em gel (CARVALHO et al., 2015; BRIGIDA, 2010).

Por isso, em virtude da busca por melhorias em processos biotecnologicos e a
utilizacdo de novos suportes para imobilizagdo de enzimas, 0s suportes magneticos chamam a
atencdo devido as vantagens como resisténcia a temperaturas elevadas, transferéncia de massa
e a superficie disponivel para a imobilizacdo (PINTO, 2017). No presente trabalho, o suporte
utilizado para a imobilizacdo foram maghemita (yFe2O3) e magnetita (FesO4), 0xidos de ferro
formados por uma estrutura composta por ions de oxigénio, cujos espacos intersticiais estdo
preenchidos com por ions de ferro ferroso (Fe?*), ions de ferro férrico (Fe®*), se diferenciando
pela auséncia de ferro ferroso para a sintese de maghemita (DUNLOP & OZDEMIR, 1997).
No mais, a principal justificativa para a utilizacdo de materiais magnéticas deve-se a facil
remocao do derivado imobilizado com um campo magnético apés o final do processo.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Sintese das nanoparticulas magneticas

A sintese da magnetita foi realizada segundo a metodologia proposta por Mijone (2014),
utilizando hidréxido de sédio e hidroxido de ambnio como agente precipitante, e a maghemita
segundo a metodologia modificada de Junior e seus colaboradores (2010).

2.2. Modificacdo das nanoparticulas e imobilizacédo da lipase

Para a imobilizacdo por ligacdo covalente, fez-se necessaria uma etapa de modificacdo
das nanoparticulas, sendo o processo de ativacdo, com APTES (3- aminopropiltrietoxisilano),
como descrito por Kumar et al. (2013) e o processo de funcionalizacdo, com glutaraldeido,
como descrito por Vescovi et al. (2016). Assim, para a imobilizacdo da lipase foram
utilizadas as nanoparticulas ndo modificadas, para a imobilizacdo por adsorcédo fisica, e as
nanoparticulas modificadas, para a imobilizacdo por ligacdo covalente, seguindo a
metodologia modificada proposta por Paula (2012).

2.3. Caracterizacao fisica do derivado imobilizado
A fim de se analisar os processos de modificacdo e imobilizacdo, foi realizada a

espectroscopia de infravermelho (FTIR), utilizando o espectrébmetro de infravermelho
PLATINUM-ATR (Bruker). Os graficos foram plotados utilizando o software ORIGIN 8.0.

2.4. Determinacéo da atividade hidrolitica

Para a determinacdo da atividade hidrolitica, foi utilizado o método titulométrico
usando emulséo de azeite de oliva, de acordo com metodologia prevista por Paula (2012).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sintese das nanoparticulas magnéticas

Para a sintese da maghemita, utilizou-se e temperatura de 250°C ao invés dos 200°C,
sendo esta modificacdo necessaria a fim de se evitar a inversdo da estrutura da maghemita em
hematita, considerando a sua temperatura de inverséo (Tinv) minima em 250°C (DUNLOP &
OZDEMIR, 1997). Dessa forma, partindo-se de 5,52 g de FeCls e 2,30 g de FeCl, para a
sintese da magnetita, obteve-se uma massa de 4,56 g e 4,63 g, rendimento de 58,31% e
59,21%, para as sinteses utilizando hidroxido de sodio e hidroxido de aménio,
respectivamente. Ja a sintese de maghemita, partindo-se de 10,03 g de FeCls, foi obtida uma
massa de 4,91 g, rendimento de 49%.

3.2. Modificacado das nanoparticulas e imobilizacéo da lipase

A modificacéo foi realizada em parte das nanoparticulas para a imobilizacéo por ligacédo
covalente, sendo 0 processo de ativagdo com (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES), um
reagente acoplador de silano e grupamentos aminos, e funcionalizacdo com glutaraldeido,
promovendo reacBes cruzadas irreversiveis e resultando em uma diferenga de elétrons nos
carbonos do grupo funcional carbonila, facilitando a interacdo entre a enzima e a
nanoparticulas modificada (LIANG et al., 2014; HAO et al., 2019; PEREIRA, 2009;
NELSON & COX, 2014). Abaixo, € mostrada na Figura 1 a espectroscopia em infravermelho
dos suportes ap6s o processo de modificacao.

Figura 1 — Espectroscopia em infravermelho (FTIR): magnetita -naon) (vermelho), magnetita
(-NH4oH) (@zul) e maghemita (preto).
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Por meio da analise da figura anterior, € possivel observar regides de estiramento de
grupamentos caracteristicos dos compostos utilizados para o processo de modificagdo, como
grupamentos silano, alcoxi, metil e carbonila (CASAGRANDE & REPETTE, 2018;
PADILLA et al. 2011; PAVIA et al., 2010). Dessa forma, a lipase de Candida rugosa foi
imobilizada nas nanoparticulas por adsorcdo fisica e ligacdo covalente, utilizando as
nanoparticulas puras e modificadas, respectivamente. Assim, apds a imobilizacdo, foi
realizada a caracterizacdo fisica do derivado imobilizado por espectroscopia em
infravermelho. A seguir, sdo mostradas as espectroscopias de infravermelho dos derivados
imobilizados, sendo a Figura 2 referente a analise da imobilizacdo por adsor¢éo fisica e a
Figura 3 da imobilizacgéo por ligacéo covalente.
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Figura 2 — Espectroscopia de infravermelho do derivado imobilizado por adsorg&o fisica:
magnetita -naor) (vermelho), magnetita (-nnaony (azul), maghemita (preto) e lipase (rosa).
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Figura 3 — Espectroscopia de infravermelho do derivado imobilizado por ligagdo covalente:
magnetita -naor) (vermelho), magnetita (-nHaon) (azul), maghemita (preto) e lipase (rosa).
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Assim, considerando a regibes identificadas nos gréaficos com nimero de ondas
caracteristicos dos estiramentos de liga¢fes presentes na lipase, como mostrado por Padilla et
al. (2011), é possivel verificar um maior estiramento em regides de ligagdes caracteristicas da
lipase quando imobilizada por adsor¢do fisica e por ligacdo covalente em maghemita, uma
vez que, estas foram as nanoparticulas que apresentaram menores valores de transmitancia nas
regides identificadas para o estiramento de grupamentos caracteristicos das lipases.

3.3. Determinacéo da atividade hidrolitica

A partir dos dados de atividade hidrolitica contidos na Tabela 1 a seguir, € possivel
concluir que em ambos os processos de imobiliza¢do, os melhore valores de atividade foram
obtidos para a utilizagcdo da maghemita como suporte de imobilizacdo. Além disso, Jafarian et
al. (2018) mostrou que a imobilizacdo da lipase de Candida rugosa em nanofolhas de 6xido
de grafeno por ligacdo covalente resultou em uma atividade hidrolitica de 167,04 U/g. No
mais, Hou et al. (2015) apresentou uma atividade de 119,43 U/g para a imobilizacdo da lipase
de Candida rugosa em concha magnética de polidopamina/alginato por ligacdo covalente.
Nesse contexto, a pequena diferenca encontrada entre os dados e a literatura pode ser
justificada pela maior area superficial interna disposta em materiais porosos, favorecendo uma
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melhor utilizagio da estrutura para imobilizacdo da enzima (BRIGIDA, 2010). Dessa forma,
os valores obtidos para o presente estudo estdo préximos aos valores apresentados pela
literatura para a utilizacdo de suportes magnéeticos, comprovando um bom aproveitamento das
nanoparticulas magnéticas como suporte para a imobilizacao da lipase.

Tabela 1 — Resultados de atividade hidrolitica médias (U/g) dos derivados imobilizados.

N el " Atividade hidrolitica (U/g)
anoparticufa magnetica Adsorcao fisica Ligacdo covalente
Magnetita (NaOH) 115,18 + 24,020 144,35 + 12,81
Magnetita (NH4sOH) 121,87 £ 12,77 144,89 + 12,05
Maghemita 126,37 + 19,66 174,67 + 12,98

4. CONCLUSAO

Partindo-se da sintese das nanoparticulas magnéticas, o maior rendimento foi obtido
para a sintese da magnetita sintetizada utilizando hidroxido de aménio como agente
precipitante. No mais, quando analisadas as espectroscopias de infravermelho, verificou-se
um maior estiramento de regides caracteristicas da lipase quando imobilizada em maghemita,
tanto por adsorc¢do fisica quanto por ligagdo covalente. Além disso, em relacdo a atividade
hidrolitica, os melhores resultados foram também obtidos para a utilizacdo da maghemita em
ambos o0s processos de imobilizacdo. Portanto, quando avaliada a utilizacdo das
nanoparticulas magnéticas para a imobilizacdo da lipase de Candida rugosa, verificou-se um
melhor desempenho para a utilizacdo da maghemita como suporte de imobilizacéo.
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