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RESUMO - A imobilizac¢do de lipases em matrizes hibridas visando a obtencdo de
biocatalisadores ativos, estaveis e de baixo custo, vem se destacando como uma
alternativa para o desenvolvimento sustentavel, de quimica verde ou de tecnologia
limpa. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades
bioquimicas e cinéticas da lipase de Candida rugosa imobilizada em suporte de
copolimero de estireno-divinilbenzeno magnetizado pela inser¢ao de particulas de
oxido de ferro, visando a substitui¢cdo dos tradicionais catalisadores quimicos e
possivel aplicagdo industrial. Para tanto, o desempenho do biocatalisador
magnetizado foi comparado com a lipase livre e imobilizada em suporte de
poli(estireno-co-divinilbenzeno) ndo magnetizado, sendo caracterizados em
fungdo das melhores condigdes de operagdo em pH e temperatura, determinacao
das constantes cinéticase estabilidade térmica. Os resultados sugeriram que o
derivado magnetizado possui grande potencial de aplicacdo, apresentando Km de
1766,57 mM, Vmax de 5870,08 U g'!,elevada estabilidade térmica (Kd = 0,068 h-
) e tempo de meia vida de 10,2h, comprovando assim a boa estabilidade do
biocatalisador. Além disso, a incorporacdo de particulas magnéticas facilita sua
separacao do meio e possibilita sua reutilizagdo de modo eficiente.

1. INTRODUCAO

As exigéncias para que as industrias operem seus processos em condi¢des de
desenvolvimento sustentavel, sdo cada vez mais importantes em varias partes do mundo, e
tornam-se um obstaculo a ser superado sem a disponibilidade de biocatalisadores adaptados a
estas condigdes (Polshettiwar et al., 2011; Verma; Barrow; Puri, 2013). Assim, o uso de
processos enzimaticos em substituicdo as rotas quimicas tradicionais desponta como uma
alternativa para a obtencao de produtos ndo agressivos do ponto de vista ecologico.

Nesse contexto, a imobilizacdo de lipases em suportes sélidos torna essa area ainda
mais promissora, atribuindo maior estabilidade ao biocatalisador, permitindo operagdes em
regime continuo, melhor dispersdo no meio reacional e sobretudo, a capacidade de
reutilizagdo (Paula et al., 2008). Dentre os métodos de imobiliza¢cdo mais usados atualmente
estdo: a ligacdo cruzada; a encapsulagdo; as ligacdes covalentes e a adsor¢do, sendo essa
ultima a mais simples e comumente aplicada (Lima et al., 2001).
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Atualmente os materiais hibridos magnetizados vém sendo muito utilizados como
matrizes de imobilizacdo, devido a facilidade de recuperagao do biocatalisador por separagao
magnética (Lee et al, 2003), otimizando o processo. Dessa maneira, o objetivo do presente
trabalho foi imobilizar a lipase de Candida rugosa em um suporte de copolimero de estireno e
divinilbenzeno magnetizado com particulas de 6xido de ferro e caracterizar o biocatalisador
obtido quanto as suas propriedades bioquimicas e cinéticas, visando futuras aplicacoes.

2. METERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Foi usada a lipase microbiana de Candida rugosa (tipo VII, Sigma-Aldrich®) na forma
livre e imobilizada através de adsor¢do fisica em copolimero de estireno-divinilbenzeno
magnetizado (STY-DVB-M) e ndo magnetizado (STY-DVB). Para a imobilizacdo e
realizagdo das dosagens de atividade enzimatica foram utilizados os seguintes materiais de
partida: n-heptano (Cromoline), polietilenoglicol - PEG (Synth — MM 1500), azeite de oliva
comercial com baixo teor acido (Carbonell) e goma arabica em p6 pura (Synth).

2.2. Sintese dos suportes poliméricos (STY-DVB e STY-DVB-M)

Os suportes de STY-DVB foram sintetizados através da técnica de polimerizacdo em
suspensao utilizada por Oliveira et al. (2000), tendo o suporte STY-DVB-M recebido a adigao
de 10% (m/m) de magnetita obtida pelo método de co-preciptagdo dos ions Fe™? e Fe™3 em
meio basico, tratada com acido oleico segundo a metodologia descrita por Lee ef al. (2003).
As particulas obtidas foram peneiradas e as retidas entre as peneiras de 24 e 35 Mesh (Tyler)
foram escolhidas para a realiza¢cdo da imobilizacao.

2.3. Imobilizacao de lipase Candida rugosa nos suportes poliméricos

A imobilizagdo foi realizada através de adsor¢do fisica, em uma propor¢do de 0,25g de
enzima para 1g de suporte com adi¢cdo de 100 pl de polietilenoglicol por grama de suporte. O
sistema permaneceu conservado por 24 h a 4°C e o biocatalisador foi recuperado por filtracdo
a vacuo seguido de lavagens com heptano até¢ umidade inferior a 15% (Oliveira et al., 2000).

2.4. Dosagem da atividade hidrolitica

O método da hidrélise de azeite de oliva de Soares et al. (1999) foi utilizado para a
dosagem da atividade hidrolitica dos suportes imobilizados (STY-DVB e STY-DVB-M) ¢ da
enzima livre. O rendimento de imobilizagdo (%) foi calculado pela relagdo de unidades de
atividade fornecida para imobilizacao e a quantidade recuperada pelo imobilizado.

2.5. Caracterizaciao das propriedades bioquimicas e cinéticas

Para a determinacdo da cinética das reagdes de hidroliseforam utilizadas concentragdes
variaveis de substrato - 10 a 50% (m/v) de azeite de oliva em relagcdo a solugdo aquosa de
goma arabica (7% m/v). O software Hyper 32 foi utilizado para calcular os parametros
cinéticos (Km e Vmax). As propriedades bioquimicas, como influéncia do pH e da
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temperatura na atividade hidrolitica da lipase de Candida rugosa (LCR)livre e dos derivados
imobilizados, foram avaliadas por um planejamento estatistico 22 estrela rotacional com
quatro replicatas no ponto central (45 °C e pH = 7). Os niveis reais e codificados das varidveis
em estudo estdo apresentados na Tabela 1, sendo os resultados analisados pelos softwares
Statistica 12.0 (StatSoft Inc., USA) e Design-Expert 9.0 (Stat-Ease Corporation, USA).

Tabela 1 — Niveis utilizados no planejamento estatistico

Alfa(-) Nivel baixo Ponto central Nivel alto Alfa(+)
Temperatura (°C) 31 35 45 55 59
pH 5.6 6.0 7.0 8.0 8.4

2.6. Estabilidade térmica

A enzima livre e os derivados imobilizados foram incubados em meio de heptano a
60°C em intervalos de tempo entre 15 ¢ 180 min. Amostras foram retiradas e suas atividades
residuais medidas, tomando-se o valor obtido no tempo zero como 100%. As Equacgdes (1) e
(2) forneceram o coeficiente de desativacdo (kd) e tempo de meia vida (t;,), em que Ay =
atividade inicial e A = atividade residual.

IndA =nAd;—kdxt (1)
o In2
7 kd )

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Atividades hidroliticas e rendimento de imobilizacao

As atividades hidroliticas e os rendimentos de imobilizacdo obtidos para os
biocatalisadores testados encontram-se na Tabela 2. Os elevados valores das atividades
hidroliticas e de rendimento de imobilizacdo indicam a eficiéncia do processo de imobiliza¢ao
e o efetivo potencial de aplicagdo do suporte STY-DVB-M, visto que a lipase imobilizada
neste suporte apresentou os maiores valores para esses dois pardmetros. Este fato pode ser
explicado pela menor perda de massa durante o processo de imobilizagao devido a facil
recuperacdo deste biocatalisador através da aplicagdo de um campo magnético externo.

Tabela 2 — Atividade hidrolitica e Rendimento de imobilizacao dos biocatalisadores

Lipase de Candida rugosa™ Rendimento de Imobilizacdo (n%) Atividade (U g'1)

Imobilizada em STY-DVB 69 1292 + 66
Imobilizada em STY-DVB-M 89 1456 + 71

* No processo de imobilizagao foram fornecidas 2000 U de lipase livre por grama de suporte

3.2. Determinacio dos parametros bioquimicos

Um planejamento estatistico 2> estrela rotacional foi realizado para obter as condi¢des
otimas de pH e temperatura para os biocatalizadores testados. A variagdo nos valores de
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atividade hidrolitica foi de 10597 a18003 U-g! para a lipase livre, de 2232 a 2771 U-g'! para a
lipase imobilizada no suporte STY-DVB e de 1683 a 2908U-g! para a lipase imobilizada no
suporte STY-DVB-M. Nota-se que a enzima livre apresentou maior variagdo em sua
atividade, em comparagdo aos derivados imobilizados, demonstrando que a imobilizagao
gerou maior estabilidade, mantendo os niveis de atividade sob condi¢cdes mais amplas. A
Figura 1 (a-c) trds os graficos de Pareto da analise estatistica dos efeitos (t calculado em
relacdo a t tabelado, com 95% de confianca) relacionados a influéncia de pH e da temperatura
na atividade hidrolitica da lipase livre e imobilizada nos suportes. A partir da analise da
Figura 1a pode-se prever o comportamento da lipase livre, sendo que o aumento do pH gera
uma influéncia positiva na atividade hidrolitica (tanto o efeito linear como o quadratico),
enquanto que a relagdo com a temperatura nao ¢ determinante.

Figura 1 — Gréficos de Pareto para a) LCR livre, b) STY-DVB e ¢) STY-DVB-M
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Observando-se as Figuras 1b e Ic, percebe-se a mesma tendéncia observada para a
enzima livre, ou seja, na referida faixa de temperatura nao houve significativa alteragdo no
processo de hidrélise. Apenas a mudanca de pH acarretou uma variagdo consideravel, sendo
que quanto maior a basicidade do meio, maior a atividade hidrolitica. O ponto 6timo para o
pH foi proximo a 8, valor que corrobora com resultados anteriores de caracterizagdo desta
mesma lipase que apontaram uma faixa de pH 6timo entre 7 e 8 (Paula et al., 2008).

3.3. Determinacio dos parametros cinéticos

O perfil das atividades hidroliticas realizadas a 45°C e pH = 8 para os trés sistemas
testados estd representado graficamente na Figura 2 (a-c). Os parametros cinéticos foram
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determinados a partir desses resultados, considerando a cinética de Michaellis-Menten e
empregando o software Hyper 32 para ajuste dos dados experimentais.

Figura 2 — Perfil de atividades hidroliticas (U-g"')x concentragdo (mmol-L).
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Os valores de Km e Vmax foram calculados pela Equagdo 3 e mostrados na Tabela 3.

1 Km 1.1
V™ Vmax [5]  Vmax (3)

Tabela 3 - Valores de Km e Vmax para os trés sistemas avaliados

Sistema Vmax (U.gh) Km(mM)
LCR Livre 22576 626
LCR imobilizada em STY-DVB 3699 781
LCR imobilizada em STY-DVB-M 5870 1767

O maior valor de Km verificado pelo derivado imobilizado magnetizado indica redugao
da afinidade da lipase pelo substrato. Esse fato pode ser justificado pela incorporagcdo das
nanoparticulas de 6xido de ferro no suporte hibrido, sugerindo limitacdo difusional do
substrato ao sitio ativo da enzima, devido a presenga da magnetita.

3.4. Estabilidade térmica

A Tabela 4 mostra os parametros de de desativacao térmica (kd) e tempo de meia vida
(t;2) para a enzima livre e derivados imobilizados incubados a 60°C. O decaimento de
atividade hidrolitica da LCR livre apds 15 minutos de incubacao foi significativo, enquanto os
derivados imobilizados demonstraram maior estabilidade térmica. O maior tempo de meia
vida foi encontrado para o derivado magnetizado (cerca de 10h), indicando a formagao de
ligacdes estaveis entre a enzima e o suporte magnético no processo de imobilizacao,
melhorando assim a estabilidade térmica desse biocatalisador quando comparado ao
imobilizado ndo magnético. Além disso, o tempo de meia vida obtido para LCR imobilizada
em STY-DVB-M foi superior ao obtido em trabalho realizado por Simdes et al. (2011), que
imobilizou essa mesma lipase em uma matriz de SiO,-quitosana (t,,= 1,63 h).
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Tabela 4- Constante de desativacdo térmica e tempo de meia vida dos biocatalisadores

Sistema kd (h!) t, (h)
LCR Livre 3,46 0,2
LCR imobilizada em STY-DVB 0,10 6,8
LCR imobilizada em STY-DVB-M 0,07 10,2
4. CONCLUSAO

Os resultados indicam grande potencial de aplicagdo do biocatalisador magnético, uma
vez que a incorporagdo de particulas magnéticas nao prejudicou sua atuacdo catalitica, além
de contribuir para o aumento do rendimento de imobiliza¢do e facilitar a sua separagdo e
recuperagdo do meio reacional a partir da utilizagdo de um campo magnético externo.
Constatou-se que o biocatalisador magnético possui pH 6timo proximo a 8 e atuacao catalitica
estavel em uma ampla faixa de temperatura. Além disso, este derivado imobilizado revelou
um elevado tempo de meia-vida (10,2 h), mostrando que a imobilizagdo estabilizou
termicamente a lipase de Candida rugosa no suporte de estireno-divinilbenzeno magnetizado.
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