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RESUMO - O presente estudo objetivou caracterizar bioquimicamente a peroxidase de raiz
forte (PRF) imobilizada por adsorc¢do fisica (ADS) e encapsulamento (EN) em microesferas
de alginato de calcio na presenca de liquido i6nico (LI) imidazolico. A PRF imobilizada foi
avaliada quanto ao pH (4,0-9,0) e temperatura (25-60°C) 6timos, parametros cinéticos (Vm e
Km) e estabilidade operacional. PRF imobilizada por ADS e EN apresentaram atividade
relativa maior em pH 8,0 e a 25°C. PRF imobilizada na presenca de LI apresentou atividade
superior a PRF imobilizada na auséncia de LI. A imobilizacdo de PRF por ADS e EN
possibilitou a atuacdo da enzima também a 40 °C. PRF imobilizada mostrou diminui¢do nos
valores de Km em comparacdo com a PRF livre, sugerindo aumento da afinidade da enzima
com o substrato. PRF imobilizada por ADS apresentou 7 ciclos de reutilizagdo com atividade
superior a 50 % da inicial. A utilizacdo de LI promoveu a obtencdo de PRF imobilizada com
caracteristicas bioquimicas diferenciadas.

1. INTRODUCAO

As enzimas sd80 consideradas “catalisadores ecologicamente corretos” por suas
caracteristicas operacionais convergirem as exigéncias legais para que as industrias operem seus
processos em condi¢des de desenvolvimento sustentavel, ou seja, por meio da chamada “quimica
verde” ou sistemas de tecnologia limpa. Tais caracteristicas abrangem um vasto leque de
aplicacdes para as enzimas em diversos setores industriais, tais como: alimentos, cosméticos e
quimico-farmacéutica.

No que se refere aos processos oxidativos, as peroxidases sdo as enzimas mais utilizadas,
tanto do ponto de vista ambiental, para controle e monitoramento de poluentes e do ponto de vista
sintético com a transferéncia seletiva de oxigénio, oferecendo assim rota de sintese alternativa
para bioaromas e epdxidos derivados de propenilbenzenos, por exemplo. A HRP é também
aplicada na identificacdo de compostos antioxidantes em alimentos e bebidas, formulagéo de kits
de diagndsticos e na remocao de peroxido de materiais, tais como alimentos e residuos industriais
Dentre as peroxidases vegetais, a peroxidase de raiz forte (PRF) tem se destacado, no entanto sua
aplicabilidade industrial quando na forma livre é inviabilizada devido a impossibilidade de reuso
da mesma, 0 que oneraria muito 0 processo.
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A imobilizacdo de enzimas viabiliza a recuperacdo do biocatalisador imobilizado (BI) e o
principal intuito na imobilizacdo é obter um catalisador que mantenha a eficiéncia catalitica e
estabilidade operacional durante o processo de sintese, em comparacdo com sua forma livre.
Normalmente a imobilizacdo de enzimas possibilita uma ampliagdo nas condigdes operacionais
(aumento da faixa de atuacdo da temperatura, pH, termoestabilidade e ainda maior toleréncia a
solventes organicos) e o desenvolvimento de processos que operem continuamente. E importante
ressaltar que PRF imobilizada é, frequentemente, mais estavel nas condi¢Ges experimentais que
envolvam temperaturas mais elevadas ou em pHs diferenciados.

Para a enzima imobilizada obter atividade elevada se faz necessario a utilizagcdo de suportes
solidos biocompativeis. Dentre os suportes relatados na literatura merece destaque o uso de
polimeros naturais, como o alginato, por apresentarem uma série de vantagens como: boa
biocompatilibidade, baixo custo, facilidade de acesso, resisténcia a contaminagdo microbiana e
simplicidade na preparacéo.

Com intuito de melhorar a eficiéncia catalitica e estabilidade de diferentes Bl, uma das
estratégias utilizadas na literatura é o uso de aditivos. Entre os aditivos utilizados no processo de
imobilizacdo, merece destaque o uso dos liquidos i6nicos (LIs) (SOUZA et al., 2013), os quais sdo
sais organicos primariamente utilizados em substituicdo aos solventes organicos tradicionais.
Como aditivos no processo de imobilizagdo de enzimas, o uso de liquidos idnicos pode promover
um aumento na atividade e estabilidade das enzimas e alterar a estrutura fisica do suporte utilizado
no processo de imobilizacdo. Embora a literatura apresente alguns relatos sobre o uso de LI no
processo de imobilizacdo (MUGINOVA et al., 2013; LU et al., 2011), ainda se fazem necessarios
estudos no que diz respeito ao uso de liquidos i6nicos apréticos como aditivos na imobilizacao de
peroxidase de raiz forte.

Na literatura existem poucos estudos relacionados ao efeito do liquido ibnico na atividade e
imobilizacdo de PRF. Diante do contexto apresentado, o presente trabalho tem como objetivo
caracterizar bioquimicamente a PRF imobilizada em microesferas de alginato por adsorcéo fisica e
encapsulamento na presenca dos LIs [Csmim]Tf,N e [Csmim]BF,, respectivamente.

2. MATERIAL E METODOS

A atividade enzimatica foi determinada por método colorimétrico, baseada na mudanca de
absorvancia a 470 nm devido a formagdo do produto de oxidacdo do guaiacol, o tetraguaiacol
durante trés minutos. O ensaio contém tampéo fosfato de sodio 100 mM (pH 6,0); 0,04 mL do
preparado enzimatico (solugdo estoque de PRF: 0,32 mg/mL) diluido 200 vezes; 0,1 mL de
solucgéo de guaiacol 100 mM e 0,1 mL de H,0, 2,0 mM, a 25°C. O volume total de reacdo: 3 mL.
Para dosagem de atividade das amostras imobilizadas, cerca de 8 mg foram utilizados e foi feita a
leitura pontual da absorvancia em 470 nm ap06s 3 minutos de reacao.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima capaz de fornecer 1
umol de produto em 1 min a 25°C, no pH especifico para esta reagdo. tetraguaiacol: 26,6 mM™* em?
(HIRATA et al., 1998).

A peroxidase de raiz forte foi imobilizada por encapsulamento e adsorcéo fisica em esferas

de alginato de célcio. As esferas de alginato de calcio foram obtidas por gotejamento de solugéo
aquosa de alginato de sdédio 5% em cloreto de calcio 1M. Utilizando o carregamento mais
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adequado (0,16 mg de PRF/g de suporte) foram conduzidas as imobilizacGes de PRF por adsorcao
fisica na presenca de LI [Csmim]TF,N e encapsulamento na presenca de LI [Csmim]BF,, sendo
esses LIs os que apresentaram resultados significativos em trabalhos prévios realizados pelo
grupo. O LI foi adicionado durante a producdo do suporte na propor¢do de 1% (m/v) com respeito
ao volume total da reacdo de imobilizacdo. A escolha da concentracdo de 1% (m/v) de LlIs foi
baseada em estudos prévios publicados pelo grupo de pesquisa (SOUZA et al., 2013).

A recuperacdo de atividade (RA) foi determinada pelo nimero de unidades de atividade
enzimética total presente no suporte (Us) comparado as unidades de atividade peroxidasica
oferecidas para imobilizacéo (Up), conforme Equacgéol:

U 1)
RA (%)= U—leoo

0

Caracterizacdo Bioquimica

A caracterizacdo bioquimica foi realizada para enzima livre e Bl por encapsulamento e
adsorcdo fisica na auséncia e presenca do LI que propiciou maior atividade. Para determinacdo do
pH 6timo foram realizados ensaios de atividade conforme o item 4.2 a 25°C na faixa de pH de 4,0
a 9,0. Para determinacdo da temperatura 6tima ensaios de atividade foram realizados nas
temperaturas de 25, 30, 40, 50 e 60°C. Os resultados foram expressos sob a forma de atividade
relativa, utilizando como referencial de 100% o maior valor de atividade obtida. Os parametros
cinéticos (Vméx e Km) da PRF livre e imobilizada foram determinados quantificando-se suas
atividades em U/mg de s6lido em tampdo fosfato 0,1 M, pH 6,0 a 25°C. As concentracdes de
guaiacol utilizadas foram 100, 80, 60, 40 e 20 mM. Foram obtidos gréaficos de duplo reciproco
pelo método de Lineweaver-Burk (Equacéo 1).

Km 1 1 )
Vo “Vmax”[S] Vmax

A estabilidade operacional dos Bl foi determinada por oxidacdo do guaiacol, em regime de
bateladas. Foram utilizados 8,0 mg de BIl. Apds cada ciclo, o imobilizado foi separado do meio
reacional e lavado com tampdo fosfato (0,1 M pH 6,0) para remocéo dos reagentes e produtos que
eventualmente ficaram retidos no suporte. Em seguida a peroxidase imobilizada foi reutilizada em
novo ciclo nas mesmas condicdes. Para todos os biocatlisadores imobilizados foram processados o
numero de ciclos até que a atividade fosse reduzida em pelo menos 50 % da inicial.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.

19 a 22 de outubro de 2014

Florianopolis/SC

EFEITO DO PH E TEMPERATURA EM PRF LIVRE E
IMOBILIZADA

O efeito do pH na atividade da enzima imobilizada € mostrado na Figura 1. Os experimentos
referentes a enzima livre foram realizados e comparados com o descrito por Jiang et al. (2014),
cuja a atividade maxima atingida em ambos foi no pH 6,0.

De maneira geral o pH 6timo da PRF imobilizada foi 8,0, nota-se que, para as metodologias
testadas, na faixa de pH entre 6,0 e 8,0 a AR manteve-se superior a 80%. A atividade da enzima
imobilizada diminui em condicGes acidas (pH 4,0 e 5,0) e alcalina (pH 9,0). O deslocamento do
pH para meio alcalino da enzima livre para a enzima imobilizada, supostamente deve-se a
natureza anidnica do suporte de alginato e também devido a uma alteracdo no micro ambiente da
enzima imobilizada (MITTAL et al., 2005).

(a)

11[]—-
100—-

90;
8[];
70;
60
50+

404

AR - Alividade Relativa [ %)

304

B Adsorcdo Fisica
O Adsorgdo Fisica com LI [Cymim] TFN

209

7
{% -

T
8
pH

(c)

1i0—
100
20+
20 o
70 o
20 o
50 4

40

AR - Atividade Relativa (%)

04

20+

(b)

100

AR - Atlvidade Relativa (%)

—a— Adsorcdo Fisica com LI [C,mim] Tf.N
—3— Encapsulamento com LI [Cdmim] BF

80

60+

40+

204

m Encapsulamento
O Encapsulamento com LI [Csmim ] BF,

2

pH

pH

Figura 1 - Efeito do pH na atividade da peroxidase de raiz forte imobilizada na presenca e auséncia de |
(a) por adsorgéo fisica; (b) por encapsulamento, (c) melhor condi¢do para cada método.
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Na Figura 1.a. apresenta a AR (atividade relativa) da enzima imobilizada por adsorc¢éo fisica
na auséncia e presenca do LI [Csmim]Tf,N, foi possivel observar que AR é superior a 87% entre
pH 6,0-8,0 para 0 método de imobilizacao testado na presenca de LI. Esse fato pode ser justificado
pela hidrofobicidade do LI que pode determinar um aumento de moléculas de &gua em torno da
proteina, favorecendo a acdo da enzima por aumento da concentracdo de moléculas de agua livre.
(SINGH et al., 2010).

Segundo a literatura, LI contendo anions como Tf,;N, e BF4 ndo possuem grande capacidade
de formar ligacdes de hidrogénio, ndo interagindo fortemente com a enzima e consequentemente,
preservando a sua estrutura conformacional (MARIE et al., 2010). J& para a adsorcéo fisica na
auséncia de LI os valores de AR sdo de 70 % entre pH 6,0-8,0, sugerindo a observacdo da
influéncia do LI no sistema imobilizado de forma positiva quando comparado com o sistema sem
LI

A imobilizacdo por encapsulamento da PRF em alginato com LI foi superior a AR na
auséncia de LI Figura 1.b.A Figura 1.c. ilustra os perfis de pH nas melhores condigOes para
adsorcédo fisica e encapsulamento. Observa-se que a adsorcdo fisica e encapsulamento quando
imobilizados na presenca de LI apresentaram AR superior a 80 % na faixa de pH 6,0-8,0.Assim
pode-se sugerir que a interacao eletrostatica entre enzima e suporte no micro e macro ambiente foi
0 que influenciou a estabilidade desses sistemas estudados em pH alcalino.

Foi verificado que a temperatura 6tima foi 25°C para a PRF livre e imobilizada nas
diferentes metodologias. Quando imobilizada por adsorcdo fisica na presenca do LI a PRF
apresentou atividade relativa superior a 90% entre 25°C e 40°C, ja na auséncia do LI a enzima
teve AR de 53%, na mesma faixa de temperatura, resultado similar foi observado na imobilizacao
por encapsulamento. De maneira geral a imobilizacdo permitiu a atuacdo da PRF em uma faixa
mais ampla de temperatura (25°C e 40°C). No entanto, temperaturas elevadas dentro da faixa
experimental estudada (50 e 60°C) ocasionam diminuicdo brusca na atividade da enzima. Esses
dados estdo de acordo com a literatura que mostram a queda acentuada da atividade com o
aumento da temperatura, indicando que a peroxidase mesmo imobilizada € sensivel a altas
temperaturas (HU et al., 2012 & JAMAL et al., 2012).

3.2. PARAMETROS CINETICOS

O efeito da concentracdo do substrato para a enzima livre e imobilizada foram estudados
utilizando guaiacol como substrato, a reacao foi conduzida em pH 8,0 a 25°C. Os valores de Km
(mM) e Vmax (umol/min) para a enzima livre e imobilizada pelos métodos de adsorcéo fisica e
encapsulamento na auséncia e presenca de LI estdo descritos na Tabela 1.

O valor de Km (mM) é a medida de dissociacdo do complexo enzima-substrato de forma
que quanto menor for este valor maior é a taxa de dissociagcdo do complexo (LIA et al., 1996).
Vméx (umol.mg™.min™) indica a taxa méxima de reacéo, quando a enzima é totalmente saturada
com o substrato (SOYSAL & SOYLEMEZ 2005). Os valores obtidos para enzima livre e
imobilizada forneceram importantes informagdes sobre a interacdo da enzima e o substrato. Os
dados obtidos para a PRF imobilizada em esferas de alginato pelas diferentes metodologias
realizadas neste trabalho mostram a diminuicdo nos valores de Km (mM) em comparagdo com a
PRF livre (Tabela 1). Guncheva & Zhiryakova (2011) relatam que a diminui¢cdo do Km (mM) para
a enzima imobilizada indica um substancial acréscimo da afinidade do sitio ativo ao substrato.
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A Tabela 1 mostra que 0 maior valor de Vmax foi para enzima livre. Para a imobilizacdo em
esferas de alginato pelo método de adsorcao fisica e encapsulamento na presenca e auséncia de LI
foi observado que os valores de Vmax (umol.mg-1.min-1) seguem o mesmo perfil da recuperacao
de atividade, onde a adsor¢do fisica apresentou RA de 9,35 % na auséncia de LI e 50 % na
presenca de LI, e o encapsulamento mostrou RA de 5,19 e 23,48% na auséncia e presenca de LI,
respectivamente.

Tabela 1 - Parametros cinéticos (Vmax € Ki) da enzima livre e imobilizada.

- Km Vméx
. Equacéo 4 .
Condicéo (mM)  (umol.mg™.min™)
o y=5,71. 10"*x + 2,84. 10°
Enzima Livre ) 201,04 352112,67
R*= 0,998
. y=3076x + 1830
Adsorcdo Fisica ) 133,26 0,000456
R“= 0,968
. y=1289x + 233,7
Adsorcao Fisica com LI ) 5,51 0,00427
R“= 0,982
y= 24505x + 7216
Encapsulamento 5 3,39 0,000138
R°= 0,982
Encapsulamento com LI y= 3;}3)8 ;9%26’4 7,31 0,00234

3.3. ESTABILIDADE OPERACIONAL

A estabilidade operacional da enzima imobilizada é realizada para avaliar a capacidade de
reutilizacdo dos biocatalisadores selecionados. A enzima imobilizada foi processada, conforme
descrito na metodologia até que a atividade atingisse em 50% da atividade inicial. A capacidade
de reutilizacdo das enzimas imobilizadas é imprescindivel para a sua aplicacdo, especialmente em
escala industrial. A reutilizacdo da enzima foi realizada para determinar a estabilidade da PRF
imobilizada em meio aquoso e organico (Figura 2).

Os sistemas imobilizados por encapsulamento na auséncia e presenca de LI apresentaram
baixa estabilidade operacional, com perda da sua atividade superior a 50 % com apenas trés ciclos
de utilizagdo (Figura 2.a).

No encapsulamento de peroxidase com Concovalina A em suporte hibrido de alginato e
amido o biocatalisador imobilizado manteve 75 % de sua atividade inicial ap6s o sétimo ciclo
(MATTO e HUNSAIN 2009). Outro estudo mostra que a PRF encapsulada em alginato de célcio
perdeu 50 % atividade inicial apés cinco ciclos (ALEMAZED e NEJAT, 2009). Os resultados
obtidos no presente trabalho divergem da literatura, a atividade residual foi inferior a 50 % apds o
segundo ciclo, possivelmente devido a diferenca na fonte da enzima ou no sistema enzima-
substrato.
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Figura 2 - Teste de estabilidade operacional da PRF imobilizada por encapsulamento e
adsorcéo fisica auséncia e presenca de LI.

No estudo da estabilidade operacional dos Bl por adsor¢éo fisica na auséncia e presenca de
LI pode-se observar uma reducdo da atividade nos dois sistemas imobilizados, totalizando 6
reutilizagdes com valores de atividade superiores a 50 % da inicial (Figura 2.b).

Apesar do nimero de ciclos serem iguais é possivel observar uma maior atividade para 0s
biocatalisadores com liquido idnico sugerindo uma maior estabilidade. A perda da atividade
durante o processo de reutilizagdo do Bl pelo método de adsorcdo fisica pode ser explicada pelas
fracas ligacGes ou interacBes eletrostaticas entre o suporte e a enzima que acarretaram na
dessorcdo durante a lavagem ou outras etapas do processo (KHARRAT et. al., 2011).

4, CONCLUSOES

A caracterizacdo bioquimica da PRF imobilizada pelos métodos de adsorcdo fisica e
encapsulamento na presenca e auséncia de LIs mostrou maior atividade quando o Bl foi submetido
apH 8,0 a 25 °C, com AR superior para as imobiliza¢6es na presenca de LIs. A temperatura 6tima
da enzima imobilizada para as metodologias realizadas nesse trabalho foi 25 °C, porém a
imobilizacdo permitiu que a PRF atuasse em uma faixa mais ampla de temperatura (25 e 40 °C).
Os valores de Km e Vmax da PRF livre foram 171,01 mM e 0,03776 umol.mg™*.min™. A PRF
imobilizada em esferas de alginato pelas diferentes metodologias realizadas neste trabalho exibiu
diminuicdo nos valores de Km (mM) em comparacdo com a PRF livre. Os Bl por adsorcao fisica
na presenca e auséncia de LI apresentaram estabilidade operacional ap0s 7 reutilizagGes.
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