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RESUMO

Titulo: IMOBILIZACAO DAS LIPASES DE Burkhoderia cepacia EM SUPORTE DE
QUITOSANA FUNCIONALIZADA COM EDTA E APLICACAO NA REACAO DE
ESTERIFICACAO DE ACIDOS GRAXOS

A biocatalise utiliza de enzimas em forma purificada ou células integras para promover
reacOes organicas. No entanto, o custo de usar a enzima livre ainda é alto e a célula integra
apresenta limitaces quanto ao meio reacional, como variagdes de pH, temperaturas altas,
entre outros. A imobilizagdo de enzimas € uma alternativa, que tem se mostrado eficaz.
O intuito ao imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador com atividade e estabilidade
que permanecam intactas durante o processo, em comparagdo a enzima em sua forma
livre. Podendo, inclusive, alcancar uma atividade catalitica superior a das enzimas livres.
A imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia foi realizada em suportes de quitosana
funcionalizada com EDTA (Qui-EDTA) e quitosana-EDTA ativada com glutaraldeido
(QuI-EDTA-GIu), com intuito de que a enzima se una ao suporte, a partir de ligacdes
covalentes entre 0s grupos amina da enzima e os grupos aldeido do glutaraldeido ou aos
grupos acidos do EDTA. As atividades enzimaticas dos derivados em reacéo da hidrdlise
do p-nitropalmitato foram determinadas a partir da concentracdo do p-nitrofenol formado.
Dessa maneira, foram obtidas atividades de 336U/g para o derivado de quitosana
funcionalizado com EDTA e 212U/g para o derivado de quitosana ativado com
glutaraldeido. A anélise de estabilidade operacional mostrou que ha decaimento de 34%
na reciclagem do derivado de quitosana-EDTA ativado com glutaraldeido, no entanto o
derivado ativado apenas com EDTA se manteve estavel entre os ciclos. O derivado de
quitosana bifuncionalizado demonstrou melhor estabilidade de armazenamento em
relacdo ao suporte funcionalizado apenas com EDTA. Os derivados foram testados
também frente a reacdo de esterificacdo, onde o suporte de Qui-EDTA obteve melhores
conversdes, de até 80% em seu primeiro ciclo. Com isso, é notavel a eficiéncia do

biocatalisador obtido dos suportes funcionalizados de quitosana.

Palavras-chave: Biocatalisadores; Sintese heterogénea; Glutaraldeido; Enzimas.



ABSTRACT

Title: IMMOBILIZATION OF LIPASES OF THE Burkhoderia cepacia IN SUPPORT
OF CHITOSAN FUNCTIONALIZED WITH EDTA AND APPLICATION IN THE
ESTERIFICATION REACTION OF FATTY ACIDS

Biocatalysis uses enzymes in purified form or whole cells to synthesize reactions.
However, the cost of using the free enzyme is still high and the integral cell has limitations
regarding the reaction medium, such as pH variations, and high temperatures, among
others. Enzyme immobilization is an alternative, which has been shown to be effective.
The purpose of immobilizing an enzyme is to obtain a biocatalyst with activity and
stability that remains intact during the process, compared to the enzyme in its free form.
It can even achieve a catalytic activity superior to that of free enzymes. The
immobilization of lipase from Burkholderia cepacia was carried out in supports of
chitosan functionalized with EDTA (Qui-EDTA) and chitosan-EDTA activated with
glutaraldehyde (Qui-EDTA-GIu), in order to bind the enzyme to the support, from
covalent bonds between the amino groups of the enzyme and the aldehyde groups of
glutaraldehyde or to the acid groups of EDTA. The enzymatic activities of the derivatives
in the p-nitropalmitate hydrolysis reaction were determined from the p-nitrophenol
concentration formed. In this way, activities of 336U/g were obtained for the chitosan
derivative functionalized with EDTA and 212U/g for the chitosan derivative activated
with glutaraldehyde. The operational stability analysis showed that there is a 34% decay
in the recycling of the chitosan-EDTA derivative activated with glutaraldeide, however
the derivative activated only with EDTA remained stable between cycles. The
bifunctionalized chitosan derivative showed better storage stability than the
functionalized support with only EDTA. The derivatives were also tested against the
esterification reaction, where the support Qui-EDTA was better conversions, of 80% in
the first use. Thus, the efficiency of the biocatalyst obtained from the chitosan

functionalized supports is remarkable.

Keywords: Biocatalysts; Heterogeneous synthesis; Glutaraldehyde; Enzymes.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

O uso de enzimas pela sociedade ndo é algo novo e vem se atualizando no decorrer
dos anos. Em tempos histéricos, onde ndo se conhecia o conceito de enzimas, o povo do
antigo Egito produzia cerveja e vinho por fermentagdo enzimatica. Milhares de anos
depois, os estudos enzimaticos progrediram significativamente. Atualmente, o mercado
industrial de enzimas tém apresentado um crescimento constante, com projecado de atingir
US$ 10,5 bilndes em 2024, isso representa aumento de 7% ao ano 2.

As enzimas sdo biocatalisadores que aceleram muitas reacdes bioquimicas e
quimicas. Sdo catalisadores naturais encontrados em plantas, animais € microrganismos,
onde catalisam processos vitais para 0S organismos vivos. Estas estdo envolvidas,
inclusive,em uma ampla variedade de processos alimentares tradicionais, como
fabricacéo de queijos, fabricacdo de cerveja e industria do vinho. Os recentes avancos na
biotecnologia, particularmente na engenharia de proteinas, forneceram a base para o
desenvolvimento eficiente de enzimas com propriedades aprimoradas. Isso levou ao
desenvolvimento de enzimas novas e feitas sob medida para aplicacbes completamente
inovadoras, onde as enzimas ndo existiam anteriormente O crescente conhecimento e
aprimoramento de técnicas sobre extracdo e purificacdo de proteinas levam a producéo
de muitas enzimas com pureza de grau analitico para pesquisa e aplicacOes
biotecnoldgicas. 234,

Um biocatalisador promissor € a lipase (EC 3.1.1.3) que, em seu ambiente natural,
catalisa a hidrdlise de ésteres formados a partir de glicerol e acidos graxos®. No entanto,
em condicbes experimentais adequadas, essas enzimas também sdo biocatalisadores
eficientes para a esterificacdo de acidos graxos, alcodlise e reacdes de transesterificacio®.
A atividade enzimaética das lipases € consideravelmente aumentada em meio lipidico,
devido a mudanca conformacional da enzima. Esta é uma caracteristica conhecida de
outras esterases, que hidrolisam principalmente ésteres sollveis em agua’. A lipase de
Burkholderia cepacia destaca-se pela versatilidade e tem sido amplamente utilizada em
sintese organica, preparacdo de biodiesel, biodegradacdo e muitas outras reaces em fases
aquosas e ndo aquosas 8.

Alem disso, os biocatalisadores apresentam vérias vantagens, em relacdo aos
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catalisadores quimicos industriais, como: alta seletividade, alta rotatividade, eficiéncia
catalitica, entre outras 3°. Todavia, muitos processos cataliticos sdo dificultados pela
presenca de solventes organicos, alta temperatura, falta de condicfes adequadas de
armazenamento e agentes estabilizantes. Dessa maneira, as aplicagdes industriais e
farmacéuticas de enzimas dependem da introducdo de técnicas de imobilizacdo eficientes
e estdveis. A imobilizacdo enzimatica proporciona o0 aumento da estabilidade, a
reutilizacdo das enzimas, reduz o custo dos processos industriais e € amigavel ao meio
ambiente. As enzimas imobilizadas incluem a capacidade de catalisar as reacbes em
amplas condic@es reacionais®.

Um dos meétodos de imobilizacdo é a covalente multipontual, que promove a
interacdo de varios residuos de aminoacidos de uma mesma enzima com grupos ativos do
suporte. Dessa forma, a estabilizacdo enzimatica é obtida ap6s o aumento da rigidez de
uma pequena parte de sua superficie, 0 que tornara a estrutura tridimensional geral mais
rigida ’.

Varios suportes solidos como xerogéis, areia e argila sdo amplamente utilizados
para imobilizacdo de forma ecologicamente correta®. Um imobilizador comum utilizado
€ a quitosana, esta € um polissacarideo natural derivado da quitina e € um bom suporte
devido a sua resisténcia, biodegradabilidade, hidrofilicidade e biocompatibilidade. Além
disso, a quitosana é conhecida pelo seu baixo custo, sendo esta obtida a partir da casca de
crustaceos e de residuos da industria do pescado. Este suporte pode ser modificado por
ligacGes covalentes de seus grupos hidroxila e amino. As propriedades mecanicas desse
polimero podem ser modificadas e melhoradas, usando reagentes bifuncionais como o
glutaraldeido, glicidol e epicloridrina, por exemplo. Outra caracteristica da quitosana éa
de ser soliivel em solugdes &cidas e insoliivel em solugBes aquosas’.

Diante do exposto, é possivel inferir a ampla variedade de aplicacdo das enzimas
e a necessidade de melhoramento dos processos biocataliticos. Com isso, 0 presente
trabalho propde imobilizar a lipase de Bhurkolderia cepacia em quitosana funcionalizada
com EDTA, bem como fazer a caracterizacdo desse suporte e aplica-lo em reagdes de

esterificacao.
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CAPITULO 2

FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Biocatalise

A sociedade esté sendo desafiada acerca da degradacdo do meio ambiente e o
aumento do aquecimento global. Dessa maneira, faz-se necessario recorrer a novas
demandas em relagdo aos dogmas tradicionais da economia de mercado. A atengdo com
as questdes ambientais, com o consumo de energia e a qualidade dos produtos, vem
incentivando Vvarios setores industriais a usar tecnologias mais amigaveis ao meio
ambiente e que sejam, contudo, eficientes. Nesse sentido, a tecnologia enzimatica surge
como uma alternativa satisfatoria para a substituicdo gradual de processos quimicos por
biocatalisados *.

A Diocatalise utiliza de enzimas em forma purificada ou células integras para
converter um substrato molecular. Dessa maneira, realizando reacdes organicas onde o
substrato pode ser convertido, por essa enzima, em um produto!!. Louis Pasteur foi
precursor do exemplo moderno de biocatalise em 1858, demonstrando a obtencao de sua
solucéo de acido tartarico atraves da fermentacdo com uma variedade de microrganismos,
incluindo 0 molde comum Penicillium glaucum?®.

Além disso, 0 emprego de enzimas proporciona a possibilidade em se obter um
produto estereosseletivo. Essa caracteristica € bem vinda em muitas reacdes de sintese
organica, em que se almeja obter um centro assimétrico especifico. Esse processo é
denominado sintese assimétrica. O produto de uma sintese assimétrica resultara em uma
molécula de elevada pureza optica. Em contrapartida, o produto da sintese racémica sera
um composto de uma mistura de seus possiveis estereoisdmeros em partes iguais. Existem
varios farmacos que ja sdo comercializados nas farméacias em suas formas opticamente
puras, ou seja, sem a mistura com o outro isdmero, que por muitas vezes pode vir a ser
toxicooL,

Desse modo, o crescente interesse em processos biocatalisados promove uma
constante busca por novos biocatalisadores. Embora alguns destes sejam até hoje
extraidos de tecidos animais e vegetais, a maioria das enzimas € obtida a partir de
microrganismos. Dessa forma, a triagem de cepas microbianas - em amostras de solo,

agua, ar, madeira, frutos, e principalmente em amostras oriundas de ambientes extremos
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e restritos -, ainda é a forma mais comum utilizada. O emprego de enzimas isoladas em
larga escala é caro, devido aos seus altos custos e a necessidade de adicao de cofatores
ou de um sistema de regeneragdo destes. Uma alternativa é utilizar um processo
biocatalitico com células integras onde estas condi¢fes adversas sdo superadas pelo
baixo custo da reciclagem natural de co-fatores 122,

Enzimas sdo catalisadores naturais, a catalise € um processo que aumenta a
velocidade em que uma reacgdo se aproxima do equilibrio. Uma vez que, a velocidade de
uma reacdo esta relacionada a sua energia livre de ativacdo, um catalisador age
diminuindo essa barreira energética. Dessa forma, ele estabiliza o estado de transicéo
em relacdo a reacdo ndo catalisada®®.

Em muitos casos, ndo hd nada de exclusivo nos mecanismos de catélise das
enzimas, em comparagao com 0S mecanismos ndo enzimaticos. As propriedades destas
que as tornam catalisadores téo eficientes, sdo: a especificidade pela ligagdo com o
substrato, combinada com uma organizagdo otimizada dos grupos cataliticos. A
organizacdo dos grupos cataliticos e grupos de ligagdo das enzimas, obviamente, é
produto do enorme tempo da evolugdo. A natureza tem tido ampla oportunidade para

ajustar de forma refinada o desempenho da maioria das enzimas %1213,

2.2 Enzimas

Enzimas sdo, em suma, proteinas que catalisam reac6es com alta especificidade,
estereosseletividade e podem ser largamente usadas em bioprocessos industriais. O uso
de enzimas em catalise tem aumentado nos Ultimos anos, principalmente nas areas de
sintese organica, modificagdo de alimentos e desenvolvimento de biocombustiveis®*3*

E preciso salientar, inclusive, que algumas moléculas de &cido ribonucléico
[RNA] podem catalisar reacGes, envolvendo ligacGes fosfodiéster e ligacdes peptidicas.
Os RNAs com atividade catalitica, sdo chamados de ribozimas. Contudo, estes sdo
encontrados com menor frequéncia que as enzimas protéicas. 3

Entre as enzimas, formadas de cadeias peptidicas, existe uma regido comum,
como um bolso ou uma fenda, chamada de sitio ativo. Na lipase (E.C. 3.1.3 triacilglicerol
acil hidrolases), este sitio, formado pelo dobramento da prépria enzima, possui residuos
dos aminoéacidos Serina-Histidina-Aspartato/Glutamato, também conhecido como triade
catalitica que participam da ligacdo com o substrato e da catdlise como mostrado na

Figura 1. O substrato liga-se a enzima, formando um complexo enzima-substrato. Essa
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ligacdo resulta em uma mudanga conformacional na enzima (encaixe induzido), que
permite a catalise. O complexo enzima-substrato é convertido em complexo enzima-

produto, que posteriormente se dissocia em enzima e produto!?®3,

Figura 1: llustracdo do sitio catalitico na lipase de Burkholderia cepacia.

% @0:

Ser— OH

Fonte: Adaptado de Protein Data Bank #°

Uma caracteristica particular de algumas lipases é a presenca de uma face
hidrofobica como uma tampa que cobre o sitio ativo, presumivelmente para evitar a
hidrolise dos ésteres ndo lipidicos em uma célula. Essa tampa se abre em ambiente
hidrofobico, ativando a enzima. Ao usar um suporte hidrofobico, a lipase pode se ligar
enquanto, simultaneamente, trava a tampa na posicao aberta, com seu sitio ativo virado
para o suporte®.

Ainda que possuam peculiaridades como a citada anteriormente, as reacdes
catalisadas por enzimas sdo altamente eficientes, ocorrendo de 103 até 108 vezes mais
rapido que as reagdes ndo catalisadas. Em sintese organica, as lipases sdo a classe de
enzimas mais utilizada. Na natureza, essas enzimas atuam em grupos éster, mas também

sdo capazes de catalisar reacOes de hidrolise ou sintese com alta seletividade, com uma
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ampla variedade de substratos naturais e ndo naturais, permitindo sua aplicacdo para
obtencéo de diferentes classes de compostos organicos'? 13 1° A Figura 2 mostra o sitio
ativo com o susbstrato acila, bem como alguns dos reagentes e produtos obtidos pelas
lipases.

Figura 2: Relacdo de possiveis produtos obtidos pelo sitio ativo da lipase.

R’NHNH H202.
- ‘

Fonte: Adaptado de ALNOCH, R. C. etal. ¥’

De modo analogo, quando uma enzima liga duas moléculas em uma reacéo
bimolecular, esta ndo apenas aumenta a proximidade dos reagentes como também para 0s
movimentos translacionais e rotacionais relativos destes, com isso aumentando suas
reatividades. Desse modo, estudos tedricos indicaram que boa parte desse aumento de
velocidade de reacdo, pode ser resultado da ligacdo da enzima ao substrato em uma
conformacéo que, facilita a passagem para o estado de transi¢do. As enzimas, conectam-
se aos substratos de tal modo que eles sdo alinhados e fixados de maneira a otimizar suas
reatividades. A energia livre necessaria para isso € gerada da energia livre especifica da
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ligaco do substrato com a enzima®2,

2.3 Mecanismo das lipases

O sitio ativo das lipases € conhecido por possuir a chamada triade catalitica
constituida pelo aminoécidos Serina-Histidina-Aspartato/Glutamato. Os residuos desses
aminoécidos sdo responsaveis diretamente pelo mecanismo desenvolvido por essas
enzimas. Nas reacdes de transesterificacdo catalisadas por lipases, 0 mecanismo proposto
envolve varias etapas. Iniciando com o ataque nucleofilico pelo oxigénio da serina no
carbono carbonilico no grupo éster, levando a formacéo de um intermediario tetraédrico,
estabilizado pelas ligacdes de hidrogénio com atomos de nitrogénio de residuos de
histidina. Um alcool é liberado apds a formacdo do complexo acil-enzima. Os residuos
de Histidina e Aspartato auxiliam o ataque nucleofilico ao intermediario para formar o
complexo tetraédrico que apds rearranjo libera o produto e recupera o catalisador

enzimatico. Este mecanismo esta apresentado no Esquema 1 84,
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Esquema 1. Mecanismo de transesterificacdo feito por lipases.
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Com intuito de viabilizar as reacGes feitas por enzimas tem se desenvolvido novos
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materiais, nos ultimos anos, para a criacdo de uma infinidade de suportes para
imobilizacdo de lipases. Desse forma, obtendo melhores propriedades fisicas e
mecanicas, pois os suportes auxiliam na resisténcia e proporcionam aumento do
rendimento das enzimas. Esses novos materiais podem ser nanoparticulas magnéticas,
nanotubos de carbono, polimeros sintéticos ou naturais, materiais mesoporosos,
eletrofiados e biomateriais. Eles trazem propriedades interessantes, incluindo maiores

areas de superficie disponiveis para imobilizacio, que permitem uma acéo enzimatica °

2.4 Imobilizagédo enzimética

A imobilizagdo de enzimas € uma alternativa que tem se mostrado eficaz. O intuito
ao imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador com atividade e estabilidade que
permanegam intactas durante o processo, em comparacgao a enzima em sua forma livre. A
enzima imobilizada podera exibir uma atividade catalitica superior. E inclusive, esperasse
que ndo ocorram alteracdes estruturais, bem como modificacdes no sitio ativo ou
desnaturacdo da proteina. O método de imobilizacdo pode inibir ou aumentar a atividade
e estabilidade da enzima, no entanto ndo existe uma regra que prediga a manutencao
destes parametros apds o processo de imobilizacdo. Na literatura, inimeros metodos tém
sido estudados e empregados para contornar 0s possiveis problemas de instabilidade e
otimizar as varias aplicagdes. Em reacfes quimicas e bioquimicas, 0 uso de enzimas
isoladas pode ser dispendioso e seu descarte ap0s 0 uso € economicamente inviavel, dessa
forma se faz necessario estudo de maneiras que tornem esse processo mais eficiente®1%2°,

Com isso, 0 uso de suportes para imobilizacdo de enzimas isoladas tem sido
essencial para viabilizar varios processos biocataliticos. Exemplos envolvendo enzimas
imobilizadas ou células integras imobilizadas sdo conhecidos, entre eles incluem o uso da
glicose isomerase para a producdo de xarope de milho rico em frutose, a penicilina G
amidase para a producdo de antibioticos semissintéticos, o uso de lipases para a producéo
de analogos da manteiga de cacau e a producdo de aminas quirais em solventes organicos,
tudo em escala de milhares a centenas de milhares de toneladas por ano. Somente o
processo da reacdo envolvendo a enzima glicose isomerase pode proporcionar a
conversao de 107 toneladas de glicose por ano. Cabe destacar, inclusive, que a producéo
de glicose gera a conversao de 109 toneladas de amido de milho por ano usando amilases
soliveis®.

Um suporte largamente utilizado na imobilizacdo de enzimas é a quitosana. Esse
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biomaterial é atrativo quando utilizado como suporte devido as suas caracteristicas
Unicas, como baixo custo, bioatividade, biocompatibilidade, biodegradabilidade,
auséncia de toxicidade e insolubilidade em &gua. A quitosana é um polimero natural
obtido a partir da desacetilagdo da quitina, 0 esquema 2 traz a representacdo dessas
estruturas. As formas mais utilizadas da quitosana sdo como hidrogéis e membranas,
devido as alteracOes fisicas obtidas.?> Este biopolimero possui uma estrutura linear
muito semelhante a celulose, diferindo apenas em grupos funcionais. No entanto, a
principal diferenca entre eles sdo os grupos amino (NH2) na estrutura da quitosana. A
alta porcentagem de grupos amino reativos distribuidos na matriz polimérica da
quitosana permite inimeras modificaces quimicas, produzindo um material mais

resistente e versatil?*226,

Esquema 2. Representacdo das estruturas da quitina e da quitosana.

HO
o)
Quitina
HO NH
(0]
Desacetilacdo
da Quitina
(0]
Quitosana
HO NH,

Em estudo, pesquisadores desenvolveram um suporte de silica mesoporosa
modificada com fenil®3. A lipase utilizada foi a originada de Burkholderia cepacia (BCL),

que é conhecida por ser um catalisador altamente enantiosseletivo para a resolucéo de
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alcoois secundérios quirais via reacdo de transesterificagdo, hidrolise e esterificagdo.
Nesta pesquisa, foi avaliado o desempenho catalitico da BCL imobilizada e da BCL livre,
realizando um teste de resolucdo do 1-feniletanol racémico com acetato de vinila., estes
estdo ilustrados no esquema 3. A enzima imobilizada obteve até 50% de conversdo com
mais de 99 % de excesso enantiomérico em 25 minutos, entretanto a enzima livre obteve

a mesma conversdo em 27 horas, mostrando a eficiéncia da imobilizagdo®3.

Esquema 3. llustragdo da resolucdo do 1-feniletanol com acetato de vinila utilizando a
BCL imobilizada em silica modificada.

Acetato de vinila 1-feniletanol

Silica
mesoporosa
modificada

Fonte: Adaptado de ZHENG, M. Et al. 3

No intuito de analisar a influéncia de grupos ativadores e o tempo de imobilizacéo,
pesquisadores utilizaram a lipase tipo B de Candida antarctica (CALB) imobilizada em
agarose e quitosana. Estes suportes foram funcionalizados com glicidol, glutaraldeido e
epicloridrina variando o tempo de imobilizacdo entre 5, 24 e 72 h. A partir disso foram
avaliados a estabilidade térmica, a atividade hidrolitica e o pH alcalino na imobilizag&o.
A CAL B soluvel apresenta atividade maxima em pH 7,0, perdendo sua ativacdo abaixo
de pH 6,0 e acima de pH 8,0. No intuito de investigar a estabilidade alcalina dessa enzima
0 estudo utilizou a incubacdo de amostras em pH 12 e temperatura ambiente. Ainda de
acordo com 0s mesmos pesquisadores, analisar a estabilidade da estrutura tridimensional
submetida a diferentes agentes de distor¢cdo (temperatura, pH extremo) é uma maneira
indireta de confirmar a formacéo de ligacdo covalente multiponto. Apos anélises, o estudo
conclui que, o melhor derivado foi obtido quando a CALB foi imobilizada em quitosana
ativada em duas etapas, utilizando glicidol e glutaraldeido, sendo este 58 vezes mais
estavel que a enzima soldvel’.

A imobilizacéo de enzimas em suportes solidos, além de facilitar a recuperagéo e
posterior reutilizacdo do catalisador, oferece vantagens adicionais importantes. A

imobilizacdo evita a agregacdo enzimatica e aumenta a flexibilidade. O aumento da
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estabilidade da estrutura tridimensional da enzima imobilizada pode ser obtida ao
promover um aumento na rigidez da estrutura da macromolécula. 1sso pode ser alcancado
se forem obtidas vérias ligagdes entre a enzima e o suporte. A imobilizacdo covalente
multipontual requer a interacdo de varios residuos de uma mesma enzima com grupos
ativos do suporte. Utilizar os grupos aldeidos no suporte e grupos amina na enzima sdo
uma boa escolha para fazer a ligacdo multiponto e, portanto, obter derivados de enzimas
altamente estaveis. Os grupos amina terminais em residuos de aminoacidos sdo muito
reativos e abundantes na superficie da enzima, podendo formar bases de Schiff com os
grupos aldeidos do suporte’.

A imobilizacdo de enzimas pode ser Gtil em diversos ramos de pesquisa, ndo
somente na sintese de novos compostos. Um exemplo disso foi relatado em pesquisa onde
a enzima lacase foi imobilizada em quitosana modificada, com intuito de remover
poluentes da agua. Entre eles: bisfenol A, indol e antraceno. Para alcangar esse objetivo,
a enzima foi imobilizada em nanoparticulas magnéticas de quitosana modificadas com
liquido i6nico aminofuncionalizado, o derivado apresentou capacidade de imobilizacéo
relativamente alta, atividade aumentada (1,7 vezes em relacdo a da lacase livre), maior
estabilidade térmica, maior estabilidade de armazenamento e adaptabilidade melhorada
de pH e temperatura °.

A lipase de Candida rugosa foi imobilizada, por pesquisadores, em granulos de
quitosana ativando seus grupos hidroxila com carbodiimida, seguido de reticulacdo aos
grupos amino com glutaraldeido. Tal método de imobilizacdo rendeu uma atividade de
13,8 U/g-suporte e alta carga de proteina de 287,2 g/g-quitosana. O derivado apresentou,
inclusive, estabilidade térmica melhorada e tolerancia a variacdo de pH. A lipase
bifuncionalizada manteve 67% de sua atividade ap6s 7 dias de armazenamento e 74% de
atividade residual, apds dez ciclos de hidrdlise.

Em pesquisa desenvolvida utilizando um novo suporte heterofuncional de
quitosana com divinil sulfona-DVS. Avaliou-se a ativacdo da quitosana com DVS e com
glutaraldeido, realizando o estudo utilizando os pHs 10,0, 12,5 e 14,0. Apo6s a
imobilizacdo, os biocatalisadores foram mantidos em tampéao alcalino e, dessa maneira,
facilitando a ligacdo covalente multiponto. Apds a imobilizacdo o suporte seguiu
incubado em etilenodiamina (EDA) visando bloquear os demais grupos reativos. Com
IS0, 0s resultados mostraram que a imobilizacdo de CALB em quitosana ativada com
DVS utilizando o pH 10,0 se destacou como um protocolo muito eficiente, uma vez que

0 biocatalisador foi muito mais estavel, apresentando maior tempo de meia-vida (t12 = 24
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horas) do que quando a imobilizag&o foi realizada em quitosana ativada com glutaraldeido
(t12 = 74,16 minutos)®.

2.4.1 Métodos de imobilizacdo enzimética

O estudo de técnicas de imobilizagdo tem sido importante por proporcionar a
reutilizagé@o das enzimas, facilitar a separacdo dos produtos e aumentar a estabilidade em
solventes organicos. Em alguns casos, inclusive, resultando em rendimentos maiores aos
da enzima livre®?,

A imobilizacdo pode ocorrer através da adsorcdo ou ligacdo covalente da enzima
em um material insolivel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligacdes
cruzadas, confinamento em matrizes formadas por géis polimericos ou encapsulacao
através de uma membrana polimérica.’® O Esquema 4 ilustra alguns dos principais

métodos utilizados para imobilizagdo de enzimas.

Esquema 4. Tipos de imobilizacdo de enzimas aos suportes.

Adsorc¢ao quimica

hidrogénio e ligagOes idnicas*.

+ + + + + +

Ligaces covalentes

Grupos nucleofilicos

As enzimas sdao imobilizadas no suporte
por meio de interacdes hidrofdbicas,
forcas de Van der Waals, ligacOes de

Grupo
reativo

enzima ao suporte.

envolver varios residuos da enzima®® .

A imobilizacdo consiste em realizar
ligacbes, entre grupos reativos da

A forca dessa ligacdo € alta pode
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LigagOes Cruzadas (crosslinking)

Nessa abordagem os derivados imobilizados séo
diretamente preparados a partir da reacdo para
formacéo de ligaces cruzadas entre um agente
reticulante.

O agente de reticulacdo € uma molécula que tem

pelo menos duas extremidades reativas que se
ligam a grupos especificos de aminoacidos na
superficie da enzima“®.

Encapsulacéo / confinamento

Esse méetodo envolve a polimerizacéo in situ
da matriz porosa em torno da enzima a ser
imobilizada. Nesse processo, a enzima €
encapsulada ou incorporada na estrutura
polimérica®.

Fonte: Adaptado de SOUZA, L.T de A .%6

Nesse sentido, cada método possui suas vantagens e desvantagens. Por exemplo,

a técnica de imobilizagdo por ligacdo covalente proporciona vantagem, quando

comparada a técnica de adsorcdo por ndo apresentar o fenémeno de dessorcdo. Nesta

imobilizacdo o intuito, € realizar o ataque aos amino&cidos da enzima que ndo fazem
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parte do sitio catalitico. 1sso pode ser um desafio a atingir e, usualmente, enzimas
imobilizadas com essa técnica perdem um pouco de sua atividade inicial. Porque a
enzima pode ser distorcida, principalmente quando ocorrem interagdes multiplas com o
suporte, ou até mesmo o sitio ativo pode ser bloqueado*®.

Contudo enzimas imobilizadas covalentemente sdo comumente muito estaveis e
resistentes em condicBes extremas de pH e temperatural’. Muitos suportes minerais ou
organicos, podem ser usados para imobilizacdo por ligagdo covalente, mas antes de
realiza-la o suporte deve ser ativado. Essa ativacdo corresponde a incorporacao de
grupos quimicos capazes de reagir com as cadeias laterais da proteina. Um dos métodos
mais comuns de ativacdo, é o que utiliza glutaraldeido. Esse composto polimeriza
facilmente formando polimeros contendo aldeidos, os quais podem reagir com 0s grupos

amino do suporte*26,

2.5 Reacao de esterificacao

As reacdes de obtencdo de ésteres mais conhecidas sdo as catalisadas por base
ou acido (esterificacdo de Fischer). De modo geral, quando tratados com uma base forte
seguida por um haleto de alquila, os acidos carboxilicos sdo convertidos em ésteres. O
acido é desprotonado primeiro, formando um ion carboxilato que, em seguida, se
comporta como um nucle6filo e ataca o carbono do haleto de alquila, em um processo
de Substituicdo Nucleofilica bimolecular?”28,

Outra reacdo de esterificacdo muito utilizada € a catalisada por acidos ou, como
é conhecida, esterificacdo de Fischer. Onde acidos carboxilicos sdo convertidos em
ésteres, quando tratados com um alcool na presenca de um catalisador acido. A
esterificacdo de Fischer é reversivel e pode ser controlada através da exploracdo do
principio de Le Chatelier, utilizando excesso do alcool?”. O esquema 5 ilustra as

estruturas presentes nessas reacoes citadas.
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Esquemab. Representacdo esquematica das reacdes de esterificacdo via catélise acida
e por substituicdo nucleofilica.

o

)J\ + R—OH

R" OH

X = Halogénio

Uma alternativa a reacfes onde o catalisador pode ser tOxico ou perigoso é a
reacao de esterificacdo por catalise enzimatica, que tem se mostrado eficaz e segura, visto
que ndo utiliza acidos fortes. Em estudo recente, foi realizado a sintese de ésteres mistos
de acido laurico produzidos por meio de esterificacdo em duas etapas catalisada por
lipase, usando sistema livre de solvente e sem purificacdo. No sistema de reacdo sem
solvente, o laurato de eritorbila foi produzido na primeira reacdo. Em seguida, na segunda
reacao, o acido laurico residual foi convertido em laurato de glicerila (Esquema 6). A
esterificacdo sucessiva em duas etapas, sem purificacdo, produziu ésteres de acido laurico
mistos, compostos principalmente de laurato de eritorbila e laurato de glicerila com
pequenas quantidades de substratos residuais (acido eritorbico, acido laurico e glicerol),
reduzindo a necessidade de purificacdo. Além disso, os ésteres produzidos apresentaram

atividades antibacteriana e antioxidante 22,

Esquema 6: Etapas de esterificacdo da mistura de ésteres de acido laurico.

/\ O

r O O

Acido eritérbico ———> HON\ OJ\/\/\/\/\/\/
!

Acido laurico ) )
Glicerol Primeira etapa o, HO OH

O

Segunda etapa
OH
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Outro fator importante a se analisar em reag0es organicas refere-se ao uso de
solventes, que muitas vezes sdo derivados de petroleo. Dessa forma, em estudo usando
etanol como nucledfilo e Candida antarctica lipase tipo B (CAL-B) como biocatalisador,
foi analisado o papel que o solvente desempenha na produgdo de cinamato de etila. Para
isso, solventes organicos volateis e misturas eutéticas profundas foram empregados para
encontrar as condi¢es ideais de reacdo. Ao utilizar o hexano e heptano como o solvente,
os rendimentos se mostraram 6timos, porém faz-se necessario o desenvolvimento de
processos mais verdes e sem uso de solventes oriundos do petréleo. Uma alternativa
estudada foram os solventes eutéticos profundos, que em combinagdo com agua, foram
alcancadas conversdes significativas, proporcionando a possibilidade de esterificacdo de
compostos altamente insolliveis?

Conhecendo a ampla possibilidade de aplicacdo das enzimas surgiu a necessidade
de melhoramento do processo de catélise enzimatica. Utilizando metodos de
imobiliza¢do, que tornam as enzimas mais estaveis, resistentes e, principalmente, mais
viavéis. Nesse sentido, o desenvolvimento de suportes e o estudo de novos métodos €
bem vindo. Os polimeros naturais funcionalizados tém se mostrado eficientes suportes,
entregando versatilidade e estabilidade aos derivados. Em alguns casos, inclusive,
aumentando a atividade catalitica da enzima. Dessa maneira, o presente estudo propde o
uso dos suportes de quitosana funcionalizados com EDTA (&cido etilenodiamino tetra-
acetico) e bifuncionalizados com glutaraldeido, em processos de sintese organica, como
forma de promover maior atividade da lipase de Burkholderia cepacia, aplicando estes

em reacdes de hidrdlise e esterificacao.
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Capitulo 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo imobilizar a lipase microbiana comercial,
obtida de Burkholderia cepacia, em suportes de quitosana funcionalizada com EDTA e
bifuncionalizada com glutaraldeido. Bem como, investigar sua atividade catalitica frente

reacOes de esterificacdo e hidrdlise.

3.2 Objetivos especificos

R

% Imobilizar a enzima lipase de Burkholderia cepacia na superficie
Quitosana-EDTA e Quitosana-EDTA também ativada com

glutaraldeido;
% Caracterizar 0s suportes quanto a atividade enzimatica, rendimento de
imobilizacdo, reciclo e estabilidade frente a reacdo de hidrélise do éster p-

nitropalmitato;

% Realizar a aplicacdo do suporte em reacOes de esterificacdo envolvendo

acidos graxos com diferentes alcodis.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da imobilizacéo de lipase em quitosana funcionalizada

A imobilizacéo da lipase de Burkholderia cepacia foi realizada em suportes de
quitosana funcionalizada com EDTA (Qui-EDTA), estes sintetizados anteriormente no
grupo de pesquisa®®, e Qui-EDTA ativada com glutaraldeido (Qui-EDTA-Glu). A
imobilizacdo da enzima no suporte foi feita no intuito de que estes realizassem ligacdes
covalentes, entre 0s grupos amino da enzima e os grupos aldeido do glutaraldeido ou aos
grupos acidos do EDTA. O suporte Qui-EDTA possui grupos amino remanescentes que
também podem se ligar aos grupos acidos dos aminoacidos da enzima. O Esquema 7

ilustra representativamente os dois suportes utilizados na presente pesquisa.

Esquema 7. Suportes utilizados na multifuncionalizagdo da quitosana.

A enzima utilizada foi mantida em tampéo fosfato de pH 7,5, 0 mesmo tampéo
também foi escolhido para o processo de imobilizagdo dos suportes. O efeito do pH é
importante, visto que enzimas apresentam melhor atividade a uma faixa de pH e isso se

deve as variagdes do estado de ionizacdo de seus componentes. Dessa forma, foi levado

35



Resultados e discussdo Lima, B. A. T.

em consideragdo também o pH 6timo sugerido pelo fabricante da enzima utilizada, o pH
7,0.

Reforgcando a necessidade do uso de tampdes com pHs entre 7 e 8 para a enzima
em questdo, um estudo realizado com a lipase de Burkholderia cepacia , em que o efeito
do pH (avaliado entre 3 - 11) foi estudado sobre a hidrélise de azeite de oliva.
Aproximadamente 80% da atividade foi mantida nos pHs 5 a 7, mas obtendo maior
atividade utilizando tampéo fosfato no pH 8. Pequenas variagdes na atividade da enzima
foram encontradas em pHs mais &cidos, entretanto em meio alcalino observou-se maior
sensibilidade da lipase. Inclusive, notando perda de 80% de atividade da enzima em pH
11. O mesmo estudo sugere que a lipase de Burkholderia cepacia € alcalina e analoga a
lipase de Pseudomonas fluorescens 2D*.

Na etapa de imobilizagdo da enzima no suporte de Qui-EDTA foram utilizados
10mL da solugédo enziméatica com concentracao de 2mg de enzima/ mL de tampdo fosfato.
Nesta solucdo, foram adicionados 150 mg do suporte de Qui-EDTA, a disperséo foi
mantida sob agitacdo magnética por 24 horas, em temperatura ambiente. A imobilizacao
do suporte funcionalizado com o glutaraldeido foi feita em 2 horas, também sob agitacéo
magnética. Foram adicionados 3 mL da solucdo enzimatica citada anteriormente, em uma
mistura de 10 mL de agua destilada, 0,6 mL de glutaraldeido 25% e 100 mg de suporte
de QuUI-EDTA.

Apos a imobilizacdo, o sobrenadante foi retirado e armazenado para a analise de
quantidade de proteina, bem como a dgua destilada usada para lavar os derivados. Os dois
derivados foram lavados , posteriomente, secos a vacuo e armazenados em refrigerador a
temperatura de 9°C.

4.1.1. Determinacdo da atividade enzimatica e quantidade de proteina

A reacdo de hidrélise de p-nitrofenol (p-NP), mostrada na Figura 7, é uma forma
eficiente e simples de determinar a atividade catalitica de lipases. A determinacdo da
concentracdo de p-NP, produzido na reacdo, é realizada por espectrofotometria no
UV/VIS. Sabe-se que a lipase pode catalisar reaces, onde um éster de p-nitrofenila é
hidrolisado levando a formacdo do p-nitrofenol(p-NP), o qual em meio alcalino estd em
equilibrio com o ion p-nitrofenolato e pode ser determinado espectrofotometricamante
por medidas de absorbancia em 410 nm °. A Figura 3 desmonstra a reagdo de hidrdlise

descrita.
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Figura 3. Reac¢do de hidrélise do p-nitrofenilpalmitato catalisada por lipase.

(@]
0 (CH2)14CH; o oH
%t
BN
lipase + e}
+ 1,0 =——
HO (CH2)14CH3
NO, NO,
p-NPP p-NP Ac. palmitico

Fonte: Adaptado de SILVA, A.L. P.1

Neste trabalho, a atividade enzimatica (1U) é a quantidade de enzima que hidrolisa
1 umol de p-NP por minuto a 25 °C. A partir da concentragdo de p-nitrofenol foi entdo
convertida em pmol/min. Para os valores de atividade do derivado, foi usado a unidade
U/g de suporte utilizado na imobilizag&o.

As estratégias de imobilizacdo, descritas anteriormente, foram estudadas para a
imobilizacdo de lipase em quitosana com o objetivo de se obter um derivado com alta
atividade, boa estabilidade operacional, e resisténcia a estocagem (9 °C). A Figura 4
mostra os resultados obtidos de atividade enzimatica para os derivados e 0s suportes sem
a enzima.

Figura 4. Valores de atividade enzimatica (U / g de suporte) Obtidos com suportes e

derivados.
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As reacdes de hidrolise sdo conhecidas por sua espontaneidade. Dessa forma, foi
importante analisar a capacidade catalitica dos suportes sem a enzima, e com isso,
eliminar a possibilidade de mascarar os resultados referente aos derivados. Na figura 4 é
possivel comparar a atividade enzimatica dos derivados e inferir a maior capacidade
destes em relacdo a do suporte de quitosana funcionalizada com EDTA (Suporte Qui-
EDTA), a quitosana funcionalizada com EDTA e ativada com glutaraldeido (Qui-EDTA-
GLU) e a da quitosana pura. O derivado de quitosana funcionalizado com EDTA (Qui-
EDTA) obteve valores até 5x maior em relacdo a atividade do suporte de quitosana
funcionalizado com EDTA(Suporte Qui-EDTA).

A Figura 4 mostra também que a atividade enzimatica da enzima livre foi mais
pronunciada em relagdo a da imobilizada, isso € esperado pela literatura®. A enzima em
meio heterogéneo, pode se comportar de modo diferente daquela em sistemas
heterogéneos. Com isso, € necessario ponderar que as moléculas de enzima sao
imobilizadas aleatoriamente, e isso pode ocasionar uma falta de homogeneidade na
orientacdo das enzimas, o0 que resultaria em menores rendimentos de imobilizacdo dos
derivados. Isto é reforcado pela natureza quimica dos aminoacidos na superficie das
enzimas, uma vez que as moléculas dos residuos de aminoacidos proximos ao centro
ativo, podem reagir com a superficie ativa do suporte®.

Em estudo utilizando lipase Candida antactica tipo B, pesquisadores obtiveram
atividades enzimaticas de 330 U/g para suporte de agarose-glutaraldeido e para o suporte
de quitosana ativado com glutaraldeido 402 U/g, estas foram imobilizadas em pH 10, por
5 horas. O procedimento de obtencdo da atividade enzimatica possui condicdes
semelhantes ao presente estudo. Em imobilizacéo por 24 horas os derivados apresentaram
atividades de 295U/g para o suporte de quitosana-glutaraldeido e 300U/g para o suporte
de agarose-glutaraldeido, ap6s 72 horas de imobilizacéo as atividades enzimaticas foram
menores. No entanto, os derivados que passaram por imobiliza¢cbes mais longas foram os
mais estaveis termicamente?’.

Um parametro importante a se analisar na imobilizacdo de enzimas é a
concentracdo de enzimas que fica retida no suporte. Para alcancar os valores que estdo
expressos na tabela 1, foram determinadas as concentragdes das enzimas presentes nas
solucBes de lavagem e subtraidas da concentragdo inicial da enzima disponivel para a

imobilizacdo, conforme a equacéo 1.
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p= CiVi—(Cs Vs + Cl1 V]) (1)

ms
Nesta equacdo, p representa a quantidade de proteina ligada (mg/g suporte), Ci é a

concentracdo inicial de proteina (mg/mL), Vi (mL) é o volume de proteina introduzido
no meio, Cs é a concentracdo de proteina (mg/mL) presente nas solucGes filtradas, Vs
(mL) é o volume da solucdo sobrenadante, Cl (mg/mL) é a concentragdo de proteinas
lixiviadas, , VI é o volume (mL) da solucdo de lavagem do suporte e ms é a massa do
suporte em gramas.

Ao analisar a retengdo de enzimas de cada suporte (Tabela 1), pode-se verificar
que ndo houve diferenca significativa entre eles. No entanto, suporte de Quitosana
funcionalizada com EDTA e ativada com glutaraldeido apresentou uma maior eficacia

dentre as amostras estudadas.

Tabela 1: Valores de quantidade de proteina (Mg de enzima/ O de suporte) Obtido na

imobilizacdo dos suportes

Suporte Quantidade de proteina | Percentual de proteina
(MQ de enzima/  de suporte) imobilizada

Quia— EDTA 119,0 89%

Qui - EDTA-GLU 39,8 66%

A tabela 2 apresenta os valores referentes ao rendimento de imobilizacdo e da
atividade recuperada. O rendimento foi calculado de acordo com a formula explanada
anteriormente no tépico 5.2.2.1. Este foi obtido a partir do calculo da atividade da solucéo
de enzima livre determinada no inicio da imobilizacdo e no final da imobilizacéo pela
atividade do derivado. Ja a atividade recuperada € a quantidade de enzimas teoricamente
imobilizadas, que estdo ativas ap6s o processo (calculada usando equacdo 3 do topico
5.2.2.2).

Avaliando a Tabela 2, nota-se que o suporte de quitosana funcionalizado com
EDTA apresentou um rendimento de 35%, enquanto que o suporte ativado com
glutaraldeido obteve apenas 22% de rendimento de imobilizacdo. Esses valores baixos
indicam que a atividade catalitica da enzima no suporte foi afetada. Ao analisar a
porcentagem de enzimas que estdo ativas no suporte (atividade recuperada), € possivel

notar que esse parametro também foi afetado na imobilizag&o, visto que os dois suportes
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apresentam valores aproximados de 45%. Vérios fatores podem justificar esses dados, um

deles é a imobilizagdo da enzima com a conformagdo comprometida.

Tabela 2: Parametros de imobilizacdo da lipase em quitosana ativada com EDTA e
quitosana ativada com EDTA e GLU atividade recuperada (Atr) e rendimento de
imobilizacéo.

Estratégia de Atividade recuperada Rendimento de

imobilizacio (Atr) imobilizacdo
Quitosana-EDTA 45% 36%
Qui-EDTA-GLU 45% 22%

Um desafio na imobilizacdo de enzimas é que geralmente leva a alguma perda de
atividade durante o processo, muitas vezes devido a interacdo da conformacéo errada com
0 transportador. Por se tratar de um catalisador heterogéneo, a perda de atividade tambem
pode proceder de limitacGes de difusdo, sobretudo com substratos macromoleculares, e
dependentes do tamanho das particulas. A perda de atividade também pode resultar da
abrasdo das particulas solidas, causadas pela agitacdo mecanica. No entanto, mesmo
havendo perdas esses fatores sdo compensados pela capacidade de reutilizar a enzima
imobilizada®.

Outro fator que pode influenciar na imobilizacdo sdo grupos reativos no agente
quimico usado para ativar a quitosana, como glutaraldeido ou etilenodiamina, e também
por amino e hidroxila. Até mesmo grupos amina presentes na préopria quitosana
influenciam na imobilizacao. Esses grupos funcionais presentes no suporte podem causar
ligacdo ndo especifica da enzima ao suporte, 0 que pode acarretar em perda da atividade
enzimatica. Em determinados casos, pode ser necessario bloguear os demais grupos
reativos no suporte. Da mesma forma, 0s grupos reativos presentes na quitosana podem
reagir com substratos ou produtos da reacdo, dependendo das condic6es de reacdo usadas.
Por exemplo, 0s grupos amino podem reagir com as carbonilas de aldeido e cetonas,
formando bases de Schiff que afetam a solubilidade do polimero®.

Diversos fatores sdo levados em consideracdo durante a analise da atividade
enzimatica. Tais como, a orientacdo das moléculas das enzimas, ou até mesmo a
possibilidade de estarem desnaturadas na superficie do suporte, devido as modificacdes
conformacionais do sitio ativo durante o processo de imobilizagdo. Essas particularidades

resultam em menor retencdo de atividade enzimatica, mesmo que 0s sistemas
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imobilizados apresentem alta carga de enzima imobilizada.

Uma possivel explicacdo para perda da atividade enzimatica, mesmo em elevadas
cargas de enzimas, foi levantada na literatura. Em estudo utilizando suporte de agarose
ativada com glicidol, com quantidades diferentes de enzimas (5 e 10mg de proteina/g de
suporte) a menor carga enzimatica resultou em uma atividade de 300U/g. Enquanto que
a quantidade maior de enzima gerou uma atividade de 279U/g, mesmo a quantidade de
proteina imobilizada sendo duas vezes maior. A explicacdo para isso € que 0 extrato
enzimatico bruto pode conter impurezas, que competem com 0S grupos reativos do
suporte. Ap0s verificar a presenca de enzimas menores no extrato bruto e separar estas,
obteve-se atividades enzimaticas de 845U/g em concentragdes de 60mg de proteina/g de
suporte. Dessa forma, mostrando que a pureza do extrato enzimatico € importante, visto
que a imobilizacdo ndo é seletiva a proteinas e peptideos menores®. Esses valores
corroboram com os de atividade enzimatica obtidos no presente trabalho. Pode-se
justificar o baixo rendimento na imobilizacdo, ainda que possuindo alta carga enzimatica

nos suportes.

4.2 Estabilidade operacional de derivados na reacéo de hidroélise do palmitato de p-
nitrofenila (p-NPP)

As lipases imobilizadas foram avaliadas quanto a sua estabilidade operacional,
com intuito de verificar sua capacidade catalitica em termos de potencial de reciclo. Os
derivados foram testados na reacao de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) em
p-nitrofenol, onde foi possivel obter a atividade enzimética em cada ciclo reacional. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 5. Estes mostram que apds trés ciclos
realizados apenas o derivado de quitosana ativado com glutaraldeido sofreu decaimento
significativo, visto que sua atividade enzimatica decresceu em 34% em relacdo ao
primeiro ciclo.

Figura 5. Atividade enzimatica dos derivados durante reciclo.
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Entre as vantagens de utilizar enzimas imobilizadas esta a possibilidade de fazer
mais de uma reagdo com o mesmo derivado. Uma vez que a enzima livre ndo tem essa
possibilidade. O efeito da imobilizacdo sobre a estabilidade operacional das lipases pode
compensar a perda de atividade, ja que a enzima pode permanecer mais estavelmente
ligada ao suporte. A figura 5 mostra que as lipases apresentaram perda de atividade ap0s
cada ciclo reacional, sendo que a enzima imobilizada no suporte de Qui-EDTA mostrou
se mais estavel em relacdo ao suporte de Qui-EDTA-GLU, permanecendo com valores
proximos de atividade durante seus ciclos. Além de conservar maior atividade de hidrélise
nas condicdes do ensaio. Perdas de atividade enzimatica sdo esperadas, porque a cada
ciclo de reacdo as enzimas imobilizadas podem sofrer dessorcao depois de submetidas a
lavagem com o tampdo de imobilizacdo, o que pode causar menor retencdo da atividade

enzimatica.

Analisando a menor tendéncia de perda de atividade do suporte Qui-EDTA, pode-
se inferir que neste sistema as moléculas de enzimas desenvolveram ligacdes mais
eficazes com a superficie ativa do suporte. 1sso pode ser devido ao fato de que a ligacdo
covalente da enzima é favorecida no material contendo apenas o EDTA como ativador.
A presenca de um ativador na superficie do suporte pode diminuir interacdes nao
favoraveis com sitios ativos, o que confere maior flexibilidade da enzima no processo

catalitico®1°,
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4.3 Estabilidade de armazenamento

Analisando a estabilidade de armazenamento é possivel determinar a vida Gtil de
uma enzima imobilizada, apds um periodo de estocagem a que ela é submetida. No
presente trabalho, as enzimas imobilizadas foram estocadas por 30 dias a temperatura de
9 °C, e completado este periodo, os sistemas foram submetidos a reagdes de hidrolise de
p-NPP. A partir dos resultados estdo exibidos na figura 6, é possivel inferir um declinio
de 37,5% na atividade enzimatica pds armazenamento do derivado de quitosana
funcionalizado com EDTA e 16% para o derivado de quitosana funcionalizado com
EDTA e ativado com glutaraldeido. De tal modo, os resultados podem expressar que as
condicbes de armazenamento das lipases imobilizadas podem ter prejudicado a
manutencdo da atividade -catalitica das enzimas. Com isso, infere-se que o
armazenamento em grandes intervalos de tempo pode causar decréscimo na atividade

enzimatica.

Figura 6. Valores da atividade enzimatica pré e pds armazenamento
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4.4 Desempenho da lipase imobilizada em quitosana na sintese de ésteres

As lipases de Burkholderia cepacia imobilizadas nos suportes de Qui — EDTA e

Qui-EDTA ativado com glutaraldeido foram testadas nas reacdes de esterificagdo com o
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objetivo de analisar a eficiéncia catalitica da lipase na reacdo de esterificacdo dos acidos
oléico e palmitico, com os alcodis pentanol e isobutanol, em hexano, por 24 horas e a
temperatura ambiente. Na tabela 3, séo indicadas as conversdes alcangadas para os ésteres
pentilicos derivados dos &cidos oléico e na tabela 4 encontram-se os dados de conversao
referentes a esterificacdo do &cido oléico com o isobutanol. A conversao dos ésteres foi
alcangada a partir de titulacdo do &cido remanescente na reacdo com solucao padréo de
NaOH.

Foi retirada uma aliquota de 3mL do produto de esterificacdo, diluido em 10 mL
etanol e, em seguida, titulado utilizando solucdo padronizada de NaOH a 0,012mol/L.
Com isso, foi possivel calcular a concentracdo de acidos graxos remanescentes apds
reacdo. Utilizando a equacéo 4 explanada no item 5.3, foi obtido o valor da converséo do
acido em éster. A tabela 3 traz as conversdes de oleato de pentila utilizando os dois
derivados durante dois ciclos. Analisando a tabela nota-se linearidade entre os ciclos, dos
biocatalisadores e valores de conversdes proximos. A exemplo do Qui-EDTA que obteve

44% da conversdo na primeira reacdo e 48% de conversao do éster na segunda reacéo.

Tabela 3. Conversao do acido oléico em ésteres usando o pentanol, catalisadas por lipases

imobilizadas.
u /\/\/
\%ﬁ/\ [CW t W"j\/\ |
i
Conversao (%) Oleato de pentila

Suporte Titulacdo
12 reacdo do suporte de Qui-EDTA 44%
2% reacdo do suporte de Qui-EDTA 48%
Suporte Titulacdo
12 reacdo do suporte de Qui-EDTA-GLU 46%
2% reacdo do suporte de Qui-EDTA-GLU 48%

A tabela 4 apresenta os dados relativos a conversdo do oleato de isobutila.
Analisando os valores de conversdo, nota-se que o suporte de Qui-EDTA foi mais
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eficiente convertendo 48% na primeira rea¢do, enquanto que o derivado Qui-EDTA-GLU
converteu 42%. Nesta reagdo néo foi possivel fazer o reuso do derivado bifuncionalizado,
pois parte do catalisador se perdeu durante o processo de reaproveitamento.

Tabela 4. Conversdo do acido oléico em ésteres usando o isobutanol, catalisadas por
lipases imobilizadas

o) H
0]
™~ Cil, N [CHLl5 — [CH,|
. X
H OH - o [CH3 4
H

Conversao (%) Oleato de isobutila

Suporte Titulagéo
12 reacdo do suporte de Qui-EDTA 48%
2% reacao do suporte de Qui-EDTA 34%
Suporte Titulacdo
12 reacdo do suporte de Qui-EDTA-GLU 42%

Em pesquisa utilizando a lipase de Candida antarctica para esterificacdo de acido
oléico com varios alcoois alifaticos, foram obtidos rendimentos consideraveis. Aplicou-
se a lipase em reacdes de 24 horas, estas geraram rendimentos de 90.8%, 96.5%, 95.1%
e 91.0% ao utilizar os alcoois metanol, etanol, propanol e butanol, respectivamente. Na
reciclagem foi notada a desativacdo da enzima pelo metanol. No entanto, para todos os
outros alcoois durante os 10 ciclos de reacdo, os rendimentos ndo mudaram
significativamente (95,8, 94,2 e 90,1 para etanol, n-propanol e n-butanol,
respectivamente), mostrando que a enzima pode ser reutilizada para a preparacdo de
ésteres 31,

Os derivados foram utilizados em reacdes de esterificacdo com o acido graxo
saturado (acido palmitico) e os alcodis citados nas primeiras reacdes. Com isso, foram
obtidos os valores das conversdes que estdo apresentadas nas tabelas 5 e 6. As conversdes
referente & formagdo do palmitato de pentila (Tabela 5), catalisadas pelo derivado Qui-

EDTA, foram maiores a dos demais ésteres mostrados anteriormente, chegando a valores
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de até 80%. No entanto, o derivado Qui-EDTA-GLU alcancou conversdes de somente
14% no primeiro ciclo e no segundo 38%.

Tabela 5. Conversao do acido palmitico em ésteres usando o n-pentanol, catalisadas por

lipases imobilizadas.

| /\/\/
\ 0 o H
[CH;]; [CH,]4 AN~
HO >
4 + [CH,];
OH
[CH ]y \

o

Conversao (%) Palmitato de pentila

Suporte Titulacdo
12 reacdo do suporte de Qui-EDTA 66%0
2% reacdo do suporte de Qui-EDTA 80%
Suporte Titulacdo
12 reacdo do suporte de Qui-EDTA-GLU 14%
2% reacado do suporte de Qui-EDTA-GLU 38%

A Tabela 6 mostra as conversdes do palmitato de isobutila, onde infere-se maiores
conversdes para o derivado de Qui-EDTA, em que no primeiro ciclo obteve 60% de
conversao e no segundo 40%. O derivado de Qui-EDTA-GLU alcancou apenas 18% de
formacdo do éster.

No presente estudo observou-se valores ndo lineares entre os ciclos de reacgdes,
contrario ao esperado, que sdo maiores conversdes no primeiro ciclo de reacdo e menores
nos subsequentes. No entanto, ao realizar o processo de lavagem e secagem que
proporciona a reutilizacdo do derivado, ocorrem perdas desse catalisador, o que pode ter
ocasionado mudanca na concentracdo do derivado no meio reacional. Em pesquisa
encontrada na literatura, analisou-se a influéncia da concentracdo do catalisador na
conversao do palmitato de cetila. Onde foi mostrado que, 0 aumento de conversdo ndo é
diretamente proporcional ao aumento da concentracdo de catalisador. Em 1 hora de
reacdo, a conversao passou de 41,7% para 75,9% quando a quantidade de enzima passou
de 0,5% para 1,0%. No entanto, a conversdo passou a apenas 82,8% quando a
concentragéo de 1,5% de enzima foi utilizada®’.
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Tabela 6. Conversdo do 4cido palmitico em ésteres usando o isobutanol, catalisadas por

lipases imobilizadas

- —~<
0 H
\ [0)
[CH,1, [CI-{]SY .
+
H OH HO o ICHl4
H

N

Conversao (%) Palmitato de isobutila

Suporte Titulagdo
12 reacdo do suporte de Qui-EDTA 60%
2% reacado do suporte de Qui-EDTA 40%
Suporte Titulacdo
12 reacdo do suporte de Qui-EDTA-GLU 18%
2% reacdo do suporte de Qui-EDTA-GLU 10%
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CAPITULO 5
PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Acido oléico (Sinth)

Pentanol

Isobutanol

Hexano

Hidroxido de sodio (Vetec)

Albumina bovina (Sigma-Aldrich)

Lipase Burkholderia cepacia (Sigma-Aldrich)
Reagente de biureto (Pro-pure)
4-nitrofenol(Vetec)
Para-nitrofenolpalmitato (Sigma-Aldrich)
Glutaraldeido

Dioxalato de sddio (Sigma-Aldrich)
Goma arabica (Sigma-Aldrich)

Cloroformio deuterado CDCls e DMSO-D (Sigma-Aldrich)

O suporte de Quit-EDTA (acido etilenodiaminotetracético) foi desenvolvido em

pesquisa®’ anterior e gentilmente cedido. As analises de espectroscopia de ultravermelho

foram realizadas no Laboratdrio de Compostos de Coordenacao e Quimica de Superficie

(LCCQS-UFPB). Os experimentos de caracterizacao, imobilizacdo e aplicacdo foram

realizados no Laboratorio de Sintese Organica e Biocatalise (LASOB). Os espectros de

RMN foram feitos no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA-

UFPB)
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Meétodos

5.1 Imobilizagdo da lipase

5.1.1 Preparo da solucéo enzimatica

Foram pesadas 200mg da proteina de Amano comercial lipase de Burkholderia
cepacia (Sigma Aldrich) foi pesada e dissolvida em 100 mL de tampéo fosfato (Na2HPO4
—NaH2P0O4), 50 mM (pH 7,5). Posteriormente, a solu¢do enzimética foi sujeita a agitacdo
lenta por 20 min a 25 °C e, em seguida, centrifugada a 1000 rpm durante 1 h. A solugéo
resultante foi filtrada e armazenada a 4 °C. A concentracdo final da solucdo enzimatica
foi de 2 mg/mL de proteina®® .

5.1.2 Imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia (BC lipase) em quitosana-
EDTA

A enzima lipolitica de Burkholderia cepacia (BC lipase) foi utilizada para reagir,
pelo método da imobilizacdo covalente, com a superficie do polimero de quitosana
quimicamente modificado com EDTA (&cido etilenodiaminotetracético). Nesse processo,
investigou-se a quantidade de proteina imobilizada por grama de suporte e a atividade
enzimatica.

As solucdes enzimaticas (2,0 mg.mL™) foram preparadas a partir da dissolucdo da
lipase em tampao fosfato, como descrito no item 5.1.1. Em seguida, uma aliquota de 10,0
mL da solucdo enzimatica foi adicionada em frascos erlenmeyer contendo 150,0 mg do
suporte funcionalizado de Quit - EDTA, sendo a mistura reacional mecanicamente
agitada por 24 h, em temperatura ambiente (25°C). Apos a reacao, o disperso foi filtrado
e o0s solidos obtidos foram lavados com solucdo tampdo de imobilizacdo pH 7,5 e
armazenados em refrigerador a 4 °C.

A solucdo sobrenadante foi usada para determinar a concentracdo de proteinas
remanescentes apds a reacdo de imobilizacdo e comparada com a solucdo de enzima livre.
Através de leituras em espectrofotometro UV (UV-1800/ Shimadzu), realizadas no
Laboratorio de Compostos de Coordenacdo e Quimica de Superficie (LCCQS-UFPB), a
partir da curva de calibracdo da albumina como padréo protéico, a partir do método de
Biureto*!. O Esquema 8 ilustra o resumo dos ensaios de imobilizacdo da BC lipase no

material funcionalizado.

51



Esquema 8. Resumo esquematico da reacdo de imobilizacdo da BC lipase no suporte de
Qui-EDTA. A atividade da enzima (4.000 U/g do suporte) disponivel no meio de
imobilizacéo foi baseada na atividade da BC lipase (30.000 U/g de proteina) dada pelo
fabricante.

e o 4
TN

-~
<4 -t
54 ?3 ‘-Qj
el

10,0 mL  Solucdo
enzimatica (2,0 mg/mL)

150 mg de Quitosana-EDTA

b

Agitacdo (150 rpm)

o, pH 7,5, 25°C, 24h

5.1.3 Imobilizacao da BC lipase em Quit-EDTA com glutaraldeido

A lipase foi imobilizada no suporte de Quit-EDTA, através da reacdo usando
glutaraldeido como reagente transversal. No esquema 9 estdo representados 0s passos
seguidos na imobilizacdo. Inicialmente, foram pesados 100 mg de Quit-EDTA e
misturados com 10 mL de agua destilada. A dispersdo de polimero foi adicionada a 3,0
mL de solucdo de lipase (2,0 mg/mL), preparada anteriormente em tampao fosfato (50
mM, pH 7,5), junto com 0,6 mL de glutaraldeido (25 %, w/v). A mistura foi agitada
suavemente por duas horas em temperatura ambiente. O precipitado resultante foi
recuperado por filtragdo a vacuo. O excesso de glutaraldeido foi retirado por lavagem,

com tampao fosfato de imobilizagcdo. O sobrenadante, assim como a agua das lavagens,
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foram coletados para a quantificacdo de proteina remanescente 3940,

Esquema 9 . Resumo esquematico da reacdo de imobilizacdo da BC lipase no suporte de
Quit-EDTA com glutaraldeido.

100 mg de suporte em

10 mL de 4gua "_-"'\

destilada \\ /
[

3 mL de solucdo
enzimatica (2mg/mL) e
0,6 mL de glutaraldeido

-

A
Agitacdo  mecénica
lenta por 2h, 25°C

5.2 Caracterizacado dos suportes

5.2.1. Determinacédo da quantidade de proteina imobilizada

As concentracdes protéicas foram determinadas pelo método proposto por
Biureto*!, com albumina de soro bovino como padrdo proteina. A quantidade de proteina
imobilizada ao suporte foi diretamente calculada a partir da diferenca entre a quantidade
de proteina usada para imobilizacdo, a quantidade de proteina presente no filtrado e nas

solucdes de lavagem ap6s imobilizacao.

5.2.1.1 Célculo da determinacéo da concentracdo de proteina

A quantidade de proteina presente nas solugdes sobrenadantes (apds imobilizacao)
e nas solucbes com as enzimas lixiviadas (ap6s lavagem do suporte) foi determinada
espectrofotometricamente, de acordo com o método de Biureto*!. A absorbancia das
amostras contendo as enzimas foi lida em 540 nm, contra um branco contendo agua
destilada e reagente de Biureto. A quantidade de proteina ligada ao suporte foi calculada

pela diferenga entre a quantidade de proteina introduzida no meio de imobilizacdo e a
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quantidade de proteina presente nas solucdes filtradas e de lavagem do suporte. Desse
modo, a massa de proteina retida por grama de suporte foi calculada pela equacéo 1
(Tbpico 4.1.1) 8%,

5.2.2 Determinagéo da atividade Enzimatica

A atividade enzimatica das amostras de lipase livre e imobilizada foi determinada
espectrofotometricamente. O procedimento consistiu em provocar a hidrdlise do p-
nitrofenilpalmitato (p-NPP, massa molecular = 377,5 g/mol, Sigma) na presenca da
solugdo de enzima livre (2,0 mg mL™), e também com a enzima imobilizada. As amostras
foram lidas contra um branco feito nas mesmas condi¢des reacionais utilizando o tampé&o
fosfato pH 8.

Inicialmente, preparou-se uma emulsdo contendo 207,0 mg de dioxalato de sodio
(Sigma) e 100,0 mg de goma arébica (Sigma) que foram dissolvidos em 90,0 mL de
tampao fosfato pH 8,0, a qual foi chamada solugéo trabalho. Foi retirado 9,0 mL desta
solucdo trabalho e adicionou-se lentamente, gota a gota, 1,0 mL do substrato p-NPP
dissolvido em isopropanol (3,0 mg/mL). Entdo, 0,3 mL da lipase livre ou 30 mg da lipase
imobilizada ou 0,3mL do tampao fosfato pH 8 (no caso do branco) foi adicionada em 2,7
da mistura contendo o substrato. Os sistemas reacionais foram incubados em tubos de
ensaio que permaneceram em um banho pré-aquecido em 37°C durante 15 minutos. A
reacao libera o composto amarelo p-nitrofenol (p-NP) que apresenta absorbancia em 410

nm.

5.2.2.1 Célculo do rendimento da imobilizacéo

O rendimento de imobilizagdo (R imob (%)) foi calculado a partir da atividade da
solucdo de enzima (sobrenadante) determinada no inicio (Ativi) e no final da imobilizacdo
(Ativy), utilizando a seguinte equacdo®¥42;

R imob (%) = Ativi— Ativs x100 2
Ativ

5.2.2.2 Célculo da atividade recuperada

O célculo da atividade recuperada (At recuperada ), DEM como o rendimento da
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imobilizacdo (sessdo 5.2.2.1), foram estudados no intuito de avaliar o processo de
imobilizacdo. A atividade recuperada € a quantidade de enzimas teoricamente
imobilizadas que estdo ativas (equacao 3) apds o processo. A avaliacdo desses processos

é fundamental para indicar quais melhores condigGes de imobilizagdo®.

At recuperada (%) = Atg x 100 3)
Ato/Ms * R

Onde:

Atq é a atividade enzimatica medida no derivado (U/g-suporte);

Ato é a atividade enzimatica medida na solucdo inicial da enzima (U);

Ms é a massa de suporte (9);

R € o rendimento da imobilizacéo (%).

5.2.3 Estudo da estabilidade operacional

A estabilidade operacional dos derivados selecionados foi realizada submetendo
0 catalisador a trés ciclos subsequentes de reacdo de hidrolise de p-NPP. A reacdo foi
realizada em batelada, mantido a 37 °C, (ver se¢do 5.2.2). Entre um ciclo e outro, 0
derivado foi lavado com tampéo fosfato 1 mol/L, pH 8.0, para a remocao de produtos e

substratos, e posteriormente, filtrado a vacuo e pesado em balanca analitica®°,

5.2.4 Estabilidade de armazenamento

A estabilidade de estocagem foi estudada para avaliar o tempo de vida atil dos
biocatalisadores imobilizados através da determinacdo da atividade enzimatica residual
nas condicGes reacionais estabelecidas no item 5.2.2. Os derivados imobilizados foram
armazenados por 30 dias na geladeira a 4°C, sem tampdo ou qualquer solvente. Apos esse
periodo de armazenamento, as enzimas imobilizadas foram submetidas a reacGes de
hidrdlise do p-NPP 1839,

5.3 Desempenho da lipase imobilizada em quitosana na sintese de ésteres

O potencial de aplicacdo da lipase imobilizada nos suportes Quit-EDTA e Quit-
EDTA-GLU na sintese de ésteres foi verificada a partir de diferentes alcoois e acidos,

sendo selecionado um sistema para estudo. As reacoes de esterificacdo foram conduzidas
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em erlenmeyers de 100 mL, os substratos em quantidades adequadas de alcool e &cido
foram diluidos em 20 mL de hexano. As dispersGes foram incubadas com lipase
imobilizada em proporgdes adequadas. Os experimentos foram realizados a temperatura
ambiente, sob agitagdo mecéanica constante de 150 rpm, durante 24 horas.

As sinteses foram conduzidas em enleymeyers de 100 mL contendo 0,05 mol/L
isobutanol ou pentanol e 0,05 mol/L dos acidos testados (&cido oléico e acido palmitico)
em 20 mL de hexano. As reagOes foram feitas utilizando 30mg de Quit-EDTA e 15 mg
de Quit-EDTA-GLU imobilizados com a lipase imobilizada (massa seca), sob condic¢des
de agitacdo de 150 rpm, em temperatura ambiente durante 24 horas*>*3,

Foram analisadas amostras referentes ao final de cada reagédo efetuada. A partir de
titulacdo usando solugdo de NaOH 0,012 M, padronizada com bfitalato de potassio. Ao
final de cada ensaio foi retirado uma aliquota de 3mL da reacdo e solubilizada com 10
mL de etanol. Posteriormente, foram adicionadas 3 gotas de fenolftaleina 0,1%, e seguida
a titulacéo para determinacéo da concentracdo de &cido remasnecente da sintese.

Dessa maneira, a conversdo molar nas reagdes foi calculada, com base no

consumo de &cido graxo obtidas na titulagdo, conforme equacéo 4.

C
Conversdo molar (%) = o X 100 (4)

Co = concentracgéo inicial do reagente (g/L)

C = concentracdo final do reagente ao final da reacdo ( g/L)
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Capitulo 6

CONSIDERACOES FINAIS
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Consideracdes finais Lima, B. A. T.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Consideracoes finais

As lipases de Burkholderia cepacia na superficie quitosana-EDTA e quitosana-
EDTA também ativada com glutaraldeido foram analisadas quanto a suas atividades
enzimaticas catalisando reacBes de hidrolise do p-nitropalmitato. O derivado de Qui-
EDTA possui atividade de 336U/g, enquanto que o derivado de Qui-EDTA-GLU
apresenta atividade de 212,18U/g.

O rendimento da imobilizacéo foi calculado também a partir da atividade catalitica
desses suportes. O derivado de maior rendimento foi o de quitosana-EDTA com 35% de
rendimento. O suporte de quitosana funcionalizado com glutaraldeido obteve rendimento
de 22%.

Outro parametro analisado foi a estabilidade frente a 3 ciclos de reacdo, onde o
derivado de quitosana-EDTA foi 0 mais estavel. Visto que o suporte de quitosana-EDTA-
GLU decresceu em 34% entre os ciclos.

A estabilidade de armazenamento, durante 30 dias, também foi estudada. O
suporte de Qui-EDTA-GLU foi o que se mostrou mais estdvel nas condicGes de
armazenamento oferecidas.

A reacdo de esterificacdo foi bem sucedida para todos os ésteres estudados. No
entanto, o derivado de Qui-EDTA alcancou 0s maiores rendimentos e obteve até 80% de
rendimento.

Os suportes de quitosana funcionalizados sdo uma alternativa eficiente de
imobilizadores, mostrando atividades cataliticas e altos rendimentos. Contudo, o derivado

do suporte funcionalizado apenas com o0 EDTA mostrou resultados mais satisfatorios.
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Consideracdes finais Lima, B. A. T.

Perspectivas

% Realizar estudos de atividade enzimatica em diferentes pHs e
temperaturas;

% Otimizar o processo de imobilizagdo em quitosana-EDTA,

% Investigar a aplicacdo do derivado em rea¢Bes a temperaturas mais
elevadas.
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APENDICE

Apéndice 1. Curva de calibragéo do p-nitrofenol

Curva de calibragdo p-nitrofenol
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Apéndice 2. Curva de calibracdo de albumina. Para determinacao de proteina.
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