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Introducio

As enzimas sdo catalisadores biologicos altamente
eficientes, oferecendo processos significativamente mais
competitivos em comparagdo aos catalisadores
quimicos. Diversos processos enzimaticos ja foram
comercializados para a produgdo de uma ampla gama de
produtos de valor agregado. No entanto, apesar do
grande potencial das enzimas, suas aplicagdes
industriais ainda apresentam limita¢cdes, como baixa
estabilidade, dificuldade de recuperacdo e reutilizagdo
em bateladas sequenciais (CHOI; HAN; KIM, 2015).
Para superar essas limitagdes, diversas abordagens tém
sido testadas, sendo a imobilizacdo enzimatica uma das
mais promissoras. Essa estratégia tem se mostrado uma
ferramenta eficaz para melhorar as propriedades das
enzimas, proporcionando maior estabilidade, atividade,
especificidade e seletividade quando adequadamente
projetada (MATEO et al., 2007). Existem diferentes
métodos de imobilizagdo de enzimas, e neste estudo, a
imobilizacdo foi realizada por meio da adsorgdo
interfacial da enzima a um suporte hidrofébico. Esse
tipo de ligacao fisica, no entanto, pode ser insuficiente
para manter a enzima fixada ao suporte em condicdes
industriais rigorosas, como altas concentracdes de
reagentes e produtos, além de alta forca idnica. Suportes
tipicos para imobiliza¢do incluem resinas sintéticas e
biopolimeros, como polissacarideos (SHELDON; VAN
PELT, 2013).

As lipases sdo biocatalisadores de grande relevancia
industrial, com aplicagdes promissoras na produgdo de
diversos produtos. Suas propriedades unicas, como
maior estabilidade e seletividade de substrato, as tornam
uma das enzimas mais utilizadas no setor industrial
(SARMAH et al., 2018). As lipases s@o caracterizadas
pelo fendmeno da ativagdo interfacial, que lhes permite
existir em duas conformagdes: uma configuragdo em
que uma cadeia polipeptidica (tampa) cobre o sitio ativo
da enzima, impedindo o acesso do substrato; € uma
configuragdo em que a tampa interage com uma
superficie hidrofobica, permitindo o acesso ao sitio ativo
(ZISIS et al., 2015).

Esse fenomeno de ativagdo interfacial tem sido
explorado para imobilizar seletivamente muitas lipases
em diferentes suportes hidrofobicos, mantendo-as em

sua conformagdo aberta. Esse método de imobilizagdo é
relativamente simples em comparagdo aos métodos de
imobilizagdo i6nica e covalente (MANOEL et al., 2016).
No entanto, a enzima adsorvida pode sofrer dessorgdo
do suporte. Uma estratégia para minimizar esse
problema ¢ a modificagdo superficial da enzima
imobilizada com agentes fisicos ou quimicos, como
polietilenimina (PEI) e glutaraldeido. O PEI ¢
amplamente utilizado devido a sua funcionalidade
quimica, conferida pela presenca de aminas catidnicas
primarias, secundarias e terciarias (VIRGEN-ORTIZ et
al., 2017). Esse polimero ¢é capaz de revestir
completamente a superficie da enzima, promovendo
ligagdes cruzadas intermoleculares que dificultam a
liberagdo da enzima do suporte (FERNANDEZ-LOPEZ
et al., 2017). O glutaraldeido, por sua vez, ¢ um reagente
bifuncional com a capacidade de reticular moléculas de
proteina (BARBOSA et al, 2012). A modificagdo
superficial com PEI e/ou glutaraldeido pode alterar as
propriedades fisicas da superficie da enzima imobilizada
e suas caracteristicas cataliticas.

Dessa forma, o presente estudo busca expandir o
conhecimento sobre a imobilizagdo de lipases,
abordando aspectos ainda pouco explorados. Embora
diversos estudos ja tenham investigado o processo de
imobilizagdo de lipases em Purolite C18 (polimeros
metacrilicos funcionalizados com grupos octadecil) e a
modificagdo superficial da enzima imobilizada, as
reagdes  catalisadas por esses Dbiocatalisadores
permanecem pouco estudadas. Assim, o objetivo deste
trabalho ¢ avaliar o desempenho catalitico de lipases
imobilizadas e/ou modificadas fisica ou quimicamente
em reacoes de hidrolise e esterificacao.

Metodologia
A imobilizagdo da lipase de Thermomyces lanuginosus
(TLL) foi realizada em esferas de Purolite CI18,
previamente umedecidas. As esferas foram suspensas
em uma solucdo enzimatica (1 mg/mL) preparada em
tampao fosfato de sddio 5 mM (pH 7,0), na proporgéo
de 1:10 (m/v). A suspensdo foi mantida sob agitacdo
leve a temperatura ambiente por 2 horas. Apods a
imobilizagdo, as esferas foram filtradas e lavadas. Para a
modificacdo superficial com PEIL, a enzima imobilizada
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foi suspensa em uma solucdo contendo 10% de PEI (pH
7,0), também na proporc¢do de 1:10 (m/v). A suspensao
foi agitada a 100 rpm a 25 °C por 24 horas. Apos esse
periodo, a enzima modificada foi filtrada e lavada. A
modificagdo superficial com glutaraldeido foi realizada
posteriormente, suspendendo a enzima previamente
modificada com PEI em solucdo de glutaraldeido (1%)
preparada em tampao fosfato de soédio (5 mM, pH 7,0).
A suspensdo foi agitada sob as mesmas condigdes da
modificagdo anterior.

A atividade enzimatica dos trés biocatalisadores (enzima
imobilizada e/ou modificada) foi avaliada utilizando
0,025 g de enzima imobilizada, 8,25 mL de 4gua e 3 mL
de tampao fosfato. Diferentes quantidades de tributirina
foram testadas: 0,18 mL, 0,37 mL, 0,74 mL, 1,10 mL e
1,48 mL. A reagdo foi realizada em um reator
encamisado ligado a um banho termostatico a 35 °C, sob
agitacdo de 500 rpm por 5 minutos. O consumo de KOH
foi utilizado para medir a atividade enzimatica.

Para a avaliagdo da termoestabilidade, eppendorfs
contendo a enzima imobilizada ou modificada foram
preparados em tampao fosfato de sédio (5 mM, pH 7,0).
Cada eppendorf foi incubado em banho termostatico a
70 °C, com amostras coletadas nos tempos de 0, 5, 15,
30, 60, 90, 120 e 240 minutos. A atividade enzimatica
das aliquotas foi medida utilizando a tributirina como
substrato. A reagao de hidrolise foi conduzida em shaker
a 35 °C, com agitacdo de 250 rpm por 5 minutos.

Nos experimentos de hidrolise, foram selecionados
quatro tipos de oleos: soja, linhaca, coco ¢ mamona.
Para cada 6leo, uma solugao foi preparada na propor¢ao
massica de 2:1 (6leo:agua), e 5% de enzima (com base
na massa do Oleo) foi adicionada. A mistura foi
transferida para um erlenmeyer e agitada em um shaker
a 35 °C e 250 rpm por 30 minutos. Em seguida, o
contetido foi centrifugado a 3500 rpm por 10 minutos,
resultando na separacdo em duas fases: uma fase
superior, contendo acidos graxos livres (AGLs), e uma
fase inferior, contendo agua e glicerol. A fase superior
foi utilizada para determinar a conversdo do 6leo em
AGLs, medida pelo consumo de KOH.

Nos experimentos de esterificagdo, quatro tipos de
alcoois foram usados como aceptor de acila: octilico,
amilico, isoamilico e etilico. Para cada alcool, uma
solucdo foi preparada na propor¢ao molar de 1:3 entre
AGLs ¢ o alcool. A enzima foi adicionada na quantidade
de 5% em relacdo a massa total da solugdo. A mistura
foi agitada em erlenmeyer a 35 °C por 30 minutos a 250
rpm. Apos a reacdo, a solugdo foi centrifugada a 3500
rpm por 10 minutos, resultando em duas fases, sendo a
fase superior composta por ésteres ¢ AGLs. Esta fase foi
usada para determinar a conversdo, com base na relagdo

entre os AGLs residuais e a quantidade inicial.

Resultados e discussao
A TLL imobilizada no suporte Purolite C18 apresentou
um perfil de imobilizacdo onde a atividade residual da
enzima foi reduzida em cerca de 50% ao final do
processo. Esse resultado indicou um rendimento de
imobilizagdo (atividade enzimatica incorporada ao
suporte) de aproximadamente 50% em relagdo a
quantidade total de lipase utilizada.
Em relagao a atividade especifica dos biocatalisadores, a
Purolite-TLL apresentou a melhor atividade (2731,17 £
13,02 U/g) em comparagdo a enzima imobilizada e
modificada com PEI (613,42 =+ 50,68 U/g) e
glutaraldeido (657,54 + 1,29 U/g). Esses resultados
podem ser atribuidos a problemas de transferéncia de
massa decorrentes das modifica¢des fisicas e quimicas.
Quanto a termoestabilidade, a Figura 1 apresenta os
resultados obtidos. A Purolite-TLL demonstrou menor
estabilidade em comparagdo aos outros biocatalisadores,
devido ao baixo nivel de modificacoes. A
Purolite-TLL-PEI apresentou melhor termoestabilidade
quando comparada aos outros dois biocatalisadores,
Purolite-TLL e  Purolite-TLL-PEI-GLU. Esse
desempenho superior ¢é consequéncia da maior
tortuosidade da enzima modificada pela camada de PEI
adsorvida sobre a enzima imobilizada. O
comportamento observado na modificagdo com PEI
deveria ter sido mantido ou intensificado com a
modificacdo subsequente com glutaraldeido. No entanto,
devido a erros operacionais, isso nao foi observado.
Esses resultados sdo corroborados pelos valores da
constante de desativacao (kd) (Tabela 1). O valor de kd
diminuiu para o biocatalisador modificado com PEI em
comparacao a enzima apenas imobilizada. Contudo, no
caso da Purolite-TLL modificada com PEI e
glutaraldeido, o valor de kd voltou a aumentar. O
mesmo efeito foi observado nos pardmetros o (razdo
entre a atividade final e a inicial) e t1/2 (tempo de
meia-vida), que deveriam diminuir a medida que o nivel
de modifica¢do aumentava.
Na hidrélise dos dleos de soja, linhaga, coco e mamona,
o biocatalisador Purolite-TLL demonstrou maior
eficiéncia na reagdo em comparacdo aos demais (Tabela
2). Esse desempenho superior pode ser explicado pela
menor tortuosidade da enzima nido modificada, o que
facilita a transferéncia de massa. A tortuosidade esta
diretamente relacionada & forma como o substrato se
difunde no interior dos poros do suporte e,
consequentemente, a acessibilidade ao sitio ativo da
enzima. No biocatalisador Purolite-TLL, a estrutura
porosa do suporte permite uma difusdo mais direta e
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eficiente das moléculas de substrato até os sitios
cataliticos, resultando em maior eficiéncia catalitica.
Para as enzimas modificadas, o aumento da tortuosidade
decorre da formacao de camadas adicionais de PEI ou
glutaraldeido sobre a superficie da enzima, criando
barreiras que aumentam o percurso das moléculas de
substrato até o sitio ativo. Esse aumento no percurso
gera maior resisténcia a difusdo e cria gradientes de
concentracdo de substrato ao longo do raio dos poros, o
que reduz a eficiéncia catalitica. A presenca dessas
camadas altera a microestrutura do suporte, impactando
negativamente a  transferéncia de massa e,
consequentemente, o desempenho da reagdo.

Figura 1. Termoestabilidade para os biocatalisadores
imobilizados de TLL na presenga e auséncia de
modificagdes superficiais.

1.0

—=a— Purolite-TLL
®— Purolite-TLL-PEI
—a— Purolite-TLL-PEI-Glu

Atividade relativa

Tempo (h)

Tabela 1. Parametros termodinamicos, cataliticos e meia
vida de biocatalisadores imobilizados de TLL.

Tabela 2. Hidrolise de diferentes oleos catalisada por
biocatalisadores imobilizados de TLL.

Biocatalisador
Oleos Purolite- Purolite- Purolite-
TLL TLL-PEI TLL-PEI-GLU

Linhaca 27,10+2,60 19,76 +2,50 13,72 £0,42
Coco  41,97+0,65 30,36+1,04 28,16 £2,85
Soja 26,69 +2,16 21,20+ 1,34 10,40 + 1,08
Ricino 18,78 +2,54 9,33 +0,27 3.25+0,07
Na reagdo de esterificagdo, o biocatalisador

Purolite-TLL demonstrou maior eficiéncia de conversao
em comparacdo aos demais. O biocatalisador
modificado com PEI apresentou resultados semelhantes
a TLL imobilizada para trés dos quatro alcoois testados.
Ja a modificagdo com glutaraldeido resultou em uma
conversdo inferior, sugerindo que essa modificacdo afeta
negativamente a eficiéncia catalitica na esterificacao.
Em relagdo aos alcoois testados, foi observado que os
alcoois com menor nimero de carbonos, como o etilico,
apresentaram baixa conversdo. Ja os alcoois com maior

numero de carbonos apresentaram  conversdes
significativamente  superiores. Embora o 4lcool
isoamilico tenha demonstrado uma eficiéncia

ligeiramente maior, a diferenga em relagdo aos demais
foi pequena, ndo permitindo a identificacdo de um
padréo claro.

Tabela 3. Esterificagdo de acidos graxos livre de 6leo de

Biocatalisador
Parimetros Purolite- Purolite-T Purolite-
TLL LL-PEI TLL-PEI-GLU
K, 27,31 4,83 27,64
A 0,14 0,052 0,12
t, 0,043 0,18 0,040

Conforme ilustrado na Tabela 2, o 6leo de coco,
composto majoritariamente por acidos graxos lauricos,
que possuem 12 carbonos em sua estrutura, apresentou a
melhor conversdo, sugerindo que os biocatalisadores
possuem maior facilidade para hidrolisar acidos graxos
de cadeia curta. Por outro lado, os 6leos de linhaga e
soja, ricos em acidos graxos insaturados de 18 carbonos,
mostraram conversdoes semelhantes. O o6leo de ricino
apresentou o pior rendimento, o que pode estar
relacionado ao fendmeno de particdo, devido a
predominancia do &cido ricinoleico, que possui um
grupamento hidroxila em sua estrutura.

soja  com diferentes alcoois catalisados por
biocatalisadores imobilizados de TLL.
) Biocatalisador
Alcoois Purolite- Purolite- Purolite-
TLL TLL-PEI TLL-PEI-GLU
Etilico 61.16£532 25,43 +2,20 19,53 +1,16
Amilico 84,64 +0,57 83,01 +0,58 70,17 £1,16
Isoamilico 88,90 +0,23 87,51 £0,23 55,03+ 1,73
Octilico 85,09+ 0,58 85,43 + 0,46 60,34 + 1,27
Conclusoes
Os resultados da imobilizagdo da lipase de
Thermomyces  lanuginosus  em  Purolite  C18
demonstraram a eficaicia do método, com um

rendimento de imobiliza¢do de aproximadamente 50%.
A atividade especifica da lipase imobilizada foi cerca de
quatro vezes maior na forma ndo modificada. Em termos
de termoestabilidade, o biocatalisador Purolite-TLL-PEI
apresentou o menor valor de kd, sendo cerca de 82,4%
inferior aos demais biocatalisadores. Na reagcdo de
hidrolise, a Purolite-TLL destacou-se em relagdo aos
outros biocatalisadores. Nos testes de esterificacdo, a
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Purolite-TLL mostrou maior eficiéncia na conversao de
alcoois de menor massa molecular, enquanto a
Purolite-TLL-PEI apresentou desempenho semelhante
nos outros casos. Assim, a pesquisa evidenciou que as
modificagdes fisico-quimicas em lipases imobilizadas
afetam diretamente suas propriedades cataliticas ¢ a
estabilidade dos biocatalisadores. No entanto, os efeitos
dessas modificacdes exigem uma andlise empirica
detalhada.
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