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RESUMO - Um dos grandes desafios no processo de imobilizacdo é o uso de
aditivos com objetivo de aumentar a atividade e estabilidade de biocatalisadores
imobilizados, como por exemplo, o uso de liquidos ibnicos. Deste modo o
objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da familia catiénica ([Csmin]Cl,
([C4mpy]Cl), dos anions ([Csmin]CIl, [Csmin]N(CN),, [C4min]TfN ), e do
comprimento da cadeia do cation ([Comin]Tf;N, [C,min]Tf,N) do liquido i6nico
(L1) no processo de imobilizagdo por adsor¢éo fisica utilizando a lipase Bacillus
sp. (ITP-001) em poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV). A
recuperacdo de atividade (RA) e as propriedades bioquimicas do biocatalisador
imobilizado (BI) mais eficiente foram determinadas por hidrélise. A maior RA do
Bl na avaliacdo da familia cati6nica foi de 37 % para o céation Cymin. Na
avaliacdo dos anions se obteve a maior RA para o anion mais hidrofébico Tf,N. O
aumento do comprimento da cadeia do cation permitiu um aumento na RA de 40
para 56%. A RA mais eficiente foi 56% utilizando o liquido i6nico [Csmin]Tf;N,
cerca de duas vezes maior a RA do Bl sem LI (RA=25%). Para o Bl mais
eficiente obtido neste estudo foi determinado o pH e temperatura 6timos (4 e 37°C
respectivamente). Os valores das constantes cinéticas foram Kp, = 73,5 mM e Vax
= 253,5 U/g; e o0 tempo de meia-vida foi de 74,85h.

1. INTRODUCAO

As Bacillus lipases pertecem a uma ampla e diversa familia de enzimas, que podem ser
facilmente produzidos e tem demonstrado sua versatilidade, especificidade e estabilidade,
bem como a tolerancia a solventes, sais e detergentes. Portanto, Bacillus lipases pode,
potencialmente, ser aplicado na industria de alimentos, formulagcdes de lavanderia, inddstria
de papel e couro, tratamento de aguas residuais, e outros (Guncheva and Zhiryakova., 2011).

Lipases imobilizadas comercialmente disponiveis sdo, em geral, imobilizadas por
adsorcdo fisica em matrizes organicas. Estes biocatalisadores tém custos -elevados,
principalmente associados ao pre¢o do suporte (Mendes et al., 2012). Portanto, 0 uso de
suportes mais baratos na imobilizacdo da lipase tem sido proposto como uma alternativa aos
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suportes caros para outras aplicagdes em processos de grande escala. Como suporte
hidrofébico, polihidroxibutirato (PHB) foi usado para a imobilizacdo de cinco lipases
microbianas preparadas a partir de varias fontes, e usado para a hidrolise enzimatica,
estérificacdo e transesterificacdo (Mendes et al., 2012). Como suporte hidrofébico promissor,
o poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV) tem sido utilizado para a imobilizacdo de lipase
Candida rugosa (Cabrera-Padilla et al., 2012) e da lipase a partir de uma nova fonte de
Bacillus sp. ITP-001(Cabrera-Padilla et al., 2013), com rendimentos de imobilizacdo de 30%
e 25%, respectivamente, com razodvel estabilidade térmica e operacional para ambos 0s
biocatalizadores.

Uma forma de melhorar a atividade catalitica do biocatalisador imobilizado pode ser
usando liquidos i6nicos como aditivos no processo de imobilizagdo. Estudos de varios
aditivos, tais como os liquidos i6nicos (LI), foram recentemente sugeridos como agentes que
podem estabilizar as enzimas, protegendo a camada de hidratacdo ao redor da enzima e/ou
causando alteracdes conformacionais que conduzem a ativacdo permanente da enzima (Hara
et al., 2010). Lee et al. (2007) relataram que o processo de imobilizagdo da lipase Candida
rugosa utilizando a técnica sol-gel mostrou uma elevada estabilidade e aumento da atividade
da enzima em cerca de 10 vezes maior do que a lipase na forma livre. A influéncia positiva da
utilizacdo de LIs aproticos também foi relatado por Zarcula et al. (2010) utilizando [Cgmim]
[BF4] como aditivo no processo de imobilizacdo da lipase de Pseudomonas fluorescens em
matrizes hibridas de sol-gel, os resultados obtidos com o biocatalisador imobilizado mostrou
rendimento total, geralmente superior a 100.

O objetivo deste trabalho foi imobilizar a lipase a partir de Bacillus sp. (ITP-001) por
adsorcéo fisica em PHBYV utilizando diferentes liquidos iénicos como aditivos do processo de
imobilizagéo, de modo a avaliar a influéncia da familia cationica, dos anions e comprimento
da cadeia catiénica dos liquidos iénicos na reacdo de hidrélise. Foram avaliados o rendimento
total da atividade recuperada e propriedades bioquimicas do biocatalisador imobilizado mais
eficiente.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéao da lipase purificada

A linhagem de Bacillus sp. (ITP-001) foi isolada de um solo contaminado por petroleo
da cidade de Carmdpolis, localizada no estado de Sergipe, Brasil, e mantida sob refrigeracéo
em tubos inclinados com meio YPD composto por (%, p/v): glicose (2,0), extrato de levedura
(1,0), peptona (1,0) e Agar (2,5).

A fermentacdo submersa foi conduzida a 37°C e 170 rpm, em Erlenmeyer de 250 ml
contendo 100 ml de meio de cultura, ajustado a pH 7 com NaOH 0,1 M e HCI 0,1 M,
composto por (%, m/v): KH,PO, (0,1), MgS0O,.7H,0O (0,05), NaNO3 (0,3), extrato de
levedura (0,6), peptona (0,13), amido (2,0), Triton X-100 (1,0) e 6leo de coco (4,0), acrescido
apos 72 horas de fermentacao (Feitosa et al., 2010). O caldo fermentado, obtido com 144 h de
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fermentacdo, foi centrifugado a 3000 rpm por 30 minutos e as proteinas foram precipitadas
com (NH4).SO,4 a 80% de saturacdo. A fase aquosa foi dialisada em membrana com massa de
corte 12.000 Da contra 4gua ultra-pura durante 12 horas a 4°C e purificada em sistema aquoso
bifasico (SAB) formado por 20% de Polietilenoglicol 8000, 18% de Fosfato de potassio, 6%
de NaCl a pH 6 e temperatura de 4°C. A fase de fundo do SAB, que continha a enzima foi
dialisada e liofilizada & -50°C. Ap0s esta etapa a enzima foi mantida em frasco fechado e
mantida a 4°C (Barbosa et al., 2011).

2.2. Imobilizacdo da Enzima em PHBV na presenca de LIs

A enzima lipase Bacillus sp. (ITP-001) foi imobilizada por adsorcao fisica de acordo a
metodologia descrita por Cabrera-Padilla et al. (2013) com adicdo de 1% (v/v) de liquido
ibnico. Foram utilizados os seguintes liquidos i6nicos:

BI-LI1: Cloreto de 1- butil-3- metilpiridinio ([Csmpy]Cl);

BI-LI2: Cloreto de 1- butil-3- metilimidazolio ([Csmin]Cl);

BI-L13: Diacimida de 1- butil-3- metilimidazolio ([Csmin]N(CN),);

BI-LI14: Bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-butil-3- metilimidazdlio ([Csmin] Tf,N);

BI-L15: Bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-Etil-3-metilimidazélio ([Comin] Tf,N).

2.3. Determinacéo da Atividade Hidrolitica e Recuperacéo da Atividade

A atividade hidrolitica da lipase Bacillus sp. na forma livre e imobilizada foi
determinada pelo método de hidrélise do azeite de oliva de acordo com o procedimento
descrito por Soares et al. (1999), com modificaces.

A recuperacdo da atividade (RA) foi determinado pela unidade de atividade hidrolitica
total presente no suporte (Us) e unidades de atividade hidrolitica oferecida para imobilizacéo
(Uo), como pode ser visto na Equacgéo 1.

RA (%) = Ys 100
U, (1)

2.5. Caracterizacdo Bioquimica do Biocatalisador Imobilizado

O biocatalisador imobilizado obtido utilizando LIs como aditivos que obteve o maior
recuperacao de atividade foi caracterizado quanto a:

Atividade em funcdo do pH e da temperatura: Foi estudada utilizando-se azeite de oliva
como substrato na faixa de pH entre 3,0 a 9,0. A influéncia da temperatura na atividade da
LCR imobilizada foi determinada em pH 7,0 nas temperaturas de 30 a 80°C.

Estabilidade térmica: Foi determinado por meio da incubagdo do biocatalisador (0,1 g
massa seca) a 37 e 60°C em meio-aquoso (tampéo fosfato 0,1M, pH 4,0) por 4 horas. Em
tempos pré-estabelecidos, foram retiradas aliquotas e imediatamente resfriadas. Em seguida, a
atividade hidrolitica residual foi determinada a 37°C (10 min), como descrito anteriormente.
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Determinacdo dos pardmetros cinéticos: Para a determinacdo dos parametros cinéticos
(Kn e Vmax) foram preparados sistemas reacionais contendo A&cidos graxos totais em
concentracdes entre 37 e 2232 mM, obtidos a partir de emulsdes preparadas com diferentes
proporcdes de azeite de oliva (1 a 70%) e solucdo aquosa de goma arabica (7% p/v). Os
valores de K, e Vimax aparentes foram calculados mediante ajuste ndo linear com o auxilio do
programa Origin® 8,0.

Estabilidade operacional em meio aquoso: A estabilidade operacional e capacidade de
reutilizacdo do sistema imobilizada foram determinadas através da realizacdo de reacdes de
hidrolise em bateladas consecutivas, utilizando a mesma enzima imobilizada. Cada batelada
consistia em uma reacdo de hidrélise durante 1 hora a uma temperatura de 37 ° C e pH 4,0.
Depois de cada batelada, a enzima imobilizada foi lavada com hexano e depois reutilizada
para o proximo ciclo de hidrélise. Este procedimento foi repetido durante vinte ciclos. O
tempo de meia vida (ti2) do biocatalisador foi determinado por aplicacdo do modelo de
decaimento linear invertido (Da Ros et al., 2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. A atividade enzimatica dos biocatalisadores imobilizados com liquidos
i0nicos.

Os resultados da recuperacdo da atividade (RA) dos biocatalisadores imobilizados
foram plotados na Figura 1. Todos os biocatalisadores imobilizados na presenca de liquido
iGnico apresentaram maior RA comparado com o biocatalisador imobilizado sem LI (BI-SLI)
(RA = 25%).

Inicialmente, nossos resultados sugerem que a mudanca da familia catidnica dos
liquidos idnicos influemciam na RA (IB-1L1, IB-IL2); o maior valor foi encontrado para
[C4smin]CI/LI12. Para os biocatalisadores imobilizados na presenca de liquidos iénicos com o
mesmo cation [C4mim]" e diferentes anions (BI-LI12, BI-LI3, BI-LI4), a RA dos
biocatalisadores seguiram a tendéncia Tf,N" > CI" = N(CN),. Valores semelhantes de RA
foram obtidos para o BI-LI12 e BI-LI3 e menores do que o BI-LI4, provavelmente devido a
natureza hidrofilica dos &nions CI"e N(CN)," dos liquidos idnicos (Singh et al., 2010).

Para os biocatalisadores imobilizados na presenca de liquidos idnicos, com 0 mesmo
anion Tf,N" (BI-LI4, BI-LI5), observou-se um incremento da RA com o aumentou do
comprimento da cadeia de substitutos do cation dos liquidos idnicos. Assim, pode ser visto
que a utilizacdo de liquidos i6nicos hidréfobicos influenciam positivamente no processo de
imobilizacdo, tal como evidenciado pelo aumento da recuperacdo da atividade dos
biocatalisadores imobilizados com liquidos i6nicos, [Csmin]Tf,N/L14 e [Comin] Tf,N/LI5
(Figura 1). O mais eficiente foi o biocatalisador imobilizado com o liquido i6nico mais
hidrofobico [C4min] Tf,N (BI-L14) com RA de 56%, mais do que o dobro do valor de BI-SLI.
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Figura 1 - Recuperacdo da atividade de lipase desde Bacillus sp. (ITP-001) imobilizada em
PHBV na auséncia e na presenca de liquidos idnicos. As barras de erro sdo desvios-padréo de
triplicatas.

3.2. Caracterizacdo Bioquimica do Biocatalisador Imobilizado

Atividade em funcdo do pH e da temperatura: Apds a determinacdo do biocatalisador
imobilizado na presenca de [C4min]Tf,N/(BI-LI4) como o mais eficiente, foi verificado o
efeito do pH do meio sobre a atividade das lipases imobilizadas, na auséncia (BI-SLI) e
presenca (BI-L14) de liquido i6nico, para as reacGes de hidrolise na faixa de 3,0 - 9,0 a 37°C,
0s resultados sdo mostrados na Figura 2a. A adi¢do de liquido i6nico no processo de
imobilizacdo ndo causam mudanca no pH déptimo para a atividade, de fato as maiores
atividades obtidas por ambos os biocatalisadores imobilizados foi na faixa de 3,0-4,0, com o
pH otimo 4,0. Foram observados perfis semelhantes para os biocatalisadores imobilizados
sem e com LI na faixa de pH estudada, sendo ligeiramente mais estavel para o biocatalisador
imobilizado com o liquido iénico [Csmin] Tf,N/(BI-L14).

O efeito da temperatura na faixa de 30-80 °C, sobre a atividade da enzima a pH 4 é
mostrada na Figura 2b. Os biocatalisadores imobilizados sem (BI-SLI) e com presenga (BI-
LI4) de liquidos ibnicos apresentam perfis semelhantes, mantendo-se ambos praticamente
constantes ao longo da faixa estudada. Assim, como o pH, a temperatura Optima ndo sofre
deslocamento com a adicdo de liquidos ibnicos no processo de imobilizacdo, para ambos 0s
biocatalisadores imobilizados (BI-SLI e BI-LI4), a temperatura 6ptima para atingir a maior
atividade foi de 37 °C. No entanto, foi observado que BI-LI4 foi ligeiramente mais resistente
ao calor, na maioria das temperaturas estudadas, o que pode ser atribuido a ligacdo de
hidrogénio e a interacdo eletrostatica entre liquido ibnico e enzima que gerou uma elevada
barreira cinética para o desdobramento da enzima, deste modo, a estrutura rigida da enzima
foi protegida de ser destruida (Zou et al., 2010).
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Figura 2 - Efeito do pH e temperatura na atividade relativa dos biocatalisadores imobilizados
sem (BI-SLI) e com adicéo de liquido idnico (BI-LI4). As barras de erro séo desvios-padrdo
de triplicatas.

Estabilidade térmica: A estabilidade térmica dos biocatalisadores imobilizados sem (BI-SLI)
e com liquido idnico [C,min]Tf,N/(BI-LI4) foi determinada através da medicao da atividade
residual em funcdo do tempo as temperaturas de 37°C e 60° C e sdo mostradas na Figura 3.

Como podem ser observados ambos os biocatalisadores imobilizados apresentam um
comportamento semelhante para as duas temperaturas e se mantém praticamente constantes
durante todo o periodo de tempo estudado. Além disso, verificou-se que a adicao de liquidos
ibnicos no processo de imobilizacdo ndo influéncia significativamente na melhoria da
estabilidade térmica.

No entanto, a literatura sugere que os liquidos ibnicos podem preservar a conformacao
compacta da enzima, e reduzir a sua taxa de destruicdo da estrutura secundaria a uma
temperatura elevada (Rantwijk et al., 2006).
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Figura 3. Estabilidade térmica para os biocatalisadores imobilizados sem (BI-SLI) e com

adicéo de liquido idnico (BI-L14) (incubadas em 37 e 60°C). As barras de erro sao desvios-
padréo de triplicatas.
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Determinacdo dos pardmetros cinéticos: A cinética do biocatalisador imobilizado com adicéo
de liquido i6nico (BI-LI4) foi investigada em varias concentracbes de substrato a base de
aceite de oliva (a 37°C, pH 4,0). A equacdo de Michaelis-Menten foi usada para ajustar 0s
parametros cinéticos, Ky € Vmax, cOm ajuda do programa Origin®. O Ky e Vmax do
biocatalisador imobilizado foram 73,5 mM e 253,5 U/g, respectivamente. Estes valores
obtidos para as constantes cinéticas foram maiores comparadas com as obtidas para o
biocatalizador imobilizado em ausencia de liquidos iénicos (BI-SLI) (K = 49,1 mM € Vyax =
205 U/g), essas mudancas nos parametros cinéticos (K e Vmax) sugerem que o liquido iénico
([C4min]TF,N]) oferece um ambiente que aumenta a disponibilidade do sitio ativo da enzima
com o substrato.

Estabilidade operacional: A reutilizacdo das enzimas imobilizadas é muito importante para a
sua aplicacdo, especialmente em aplicagOes industriais. No presente trabalho, a estabilidade
do sistema imobilizada foi também avaliada através da reutilizacdo do biocatalisador
imobilizado na reacdo de hidrélise. A Figura 4 mostra a atividade residual em fungdo do
tempo de operacdo a partir da qual pode ser observada uma lenta diminuicdo na atividade de
hidrdlise com uma reducédo global de 27% no final do vigésimo reciclo, revelando um tempo
de meia-vida (ty,) de 74,85 + 0,69 horas. Este resultado € superior ao estimado para esta
lipase imobilizada, na auséncia de liquido iénico, 0 que mostrou que, ap6s dez ciclos (1h), a
enzima reteve 33% da sua atividade inicial (Cabrera-Padilla et al., 2013).
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Figura 4 - Variacdo na atividade relativa, com o uso repetido do biocatalisador imobilizado
(BI-L14). As barras de erro sdo desvios-padréo de triplicatas.

3. CONCLUSAO

Neste estudo foi realizada a imobilizacao da lipase Bacillus sp.(ITP-001) com adicéo de
liquido i6nico. Os melhores resultados foram obtidos para os LIs hidrofébicos ([Comin]Tf,N e
[C4smin]T,N) com uma recuperacdo total da atividade de 40% e 56%, respectivamente. Além
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disso, o BI com LI ([Csmin]Tf;N) apresentou uma consideravel melhora na capacidade de
reutilizacdo comparado com o biocatalizador imobilizado sem liquido idnico (BI-SLI).
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