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RESUMO

A imobilizacdo de enzimas em nanoparticulas magnéticas € uma estratégia que viabiliza a
recuperacdo do conjugado nanoparticula-enzima a partir da separacdo do material imobilizado
por centrifugacdo ou pela aplicagdo de um campo magnético externo. Nesse contexto, o
presente trabalho avaliou o uso de nanoparticulas magnéticas (FesO4) como suporte para
imobilizagdo da lipase produzida por Thermomyces lanuginosus (TLL). Essa lipase possui
importantes aplicagdes na industria, como, por exemplo, na producéo de biodiesel, pesticidas,
alimentos, entre outros. De forma especifica, na primeira etapa do trabalho, foram obtidas
nanoparticulas magnéticas (NPM) através do método de coprecipitacdo usando hidroxido de
sodio como agente redutor. As NPM foram caracterizadas por TEM, AFM, DRX, FTIR,
TGA, DLS e potencial zeta e os resultados mostraram por diferentes técnicas se tratar de
NPM pequenas, devido as imagens de TEM apresentarem particulas de 8,3 £ 2,7 nm; de AFM
apresentarem um tamanho de 12,0 = 2,0 nm e os dados de DLS mostrarem um Dy 34,19 +
0,91 nm, com superficie de carga variando entre + 35,0 mV em pH 3,0 4 — 35,0 mV em pH
12,0. A caracterizagdo por DRX comprovou que as NPM s&o do tipo Fe3Oq4, por FTIR foi
determinado a existéncia de ligacdes do tipo Fe-O e O-H no material e por TGA foi
observado que as NPM séo estaveis na faixa de temperatura de 400°C a 900°C.

Numa segunda etapa, a superficie de carga para a enzima TLL foi avaliada
computacionalmente por meio das informacgdes obtidas no PDB, sendo verificada a
diferenciacdo do potencial eletrostatico em cada regido da macromolécula. Por fim, foram
escolhidos 3 condicdes de controle de pH de forma a modificar as superficies de carga da
enzima e da NPM e avaliar o seu processo de adsorcdo. Assim, o material imobilizado
apresentou 99,49% de adsorcdo da enzima ao suporte, recuperando 62,3% da atividade
hidrolitica, em relacdo a atividade inicial da lipase livre. E a eficiéncia catalitica na sintese do

éster oleato de etila foi de aproximadamente 80% ap6s 12 ciclos de reutilizacao.

Palavras-chave: Imobilizacdo de enzimas, Lipase Thermomyces lanuginosus, Nanoparticulas

magnéticas, Adsorgéo, Atividade hidrolitica.



ABSTRACT

The immobilization of enzymes in magnetic nanoparticles is a strategy that enables the
recovery of conjugated nanoparticles enzymes from the selection of material
immobilized by centrifugation or by the application of an external magnetic field. In
this context, the present work used the magnetic nanoparticles (Fe3O4) as a support for
immobilization of the lipase applied by Thermomyces lanuginosus (TLL). This lipase
has important applications in the industry, such as, for example, in the production of
biodiesel, pesticides, food, among others. Specifically, in the first stage of the work, it
was magnetic nanoparticles (NPM) through the coprecipitation method using sodium
hydrogen as a reducing agent. As the NPM were characterized by TEM, AFM,
XRD,FTIR, TGA, DLS and potential zeta and results by different techniques used in the
treatment of small NPM, for example, the TEM images showed displays of 8.3 £ 2,7
nm the AFM showing a size of 12,0 + 2,0 nm and the DLS showing a Dy 34,19 + 0,91
nm, with a load surface varying between + 35,0 mV at pH 3,0 to — 35,0 mV at pH 12,0.
A characterization by XRD proven as NPM in the type Fe3O4, by FTIR it was
determined the display of captures of the type Fe-O and O-H in material and by TGA it
was observed how NPM is the temperature range of 400°C to 900°C. In a second step,
the charge surface for the TLL enzyme was computationally evaluated using the
information obtained in the PDB, and the differentiation of the electrostatic potential in
each region of the macromolecule was verified. Finally, 3 pH control conditions were
chosen in order to modify the loading surfaces of the enzyme and NPM and evaluate its
adsorption process. Thus, the immobilized material showed 99,49% of the enzyme
adsorption to the support, recovering 62,3% of the hydrolytic activity, in relation to the
initial activity of the free lipase. And the catalytic efficiency in the synthesis of the ethyl
oleate ester was 80% after 12 cycles of reuse.

Keywords: Enzyme immobilization, Thermomyces lanuginosus, Magnetic

nanoparticles, Adsorption, Hydrolytic activity
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1 INTRODUCAO

As demandas politicas e sociais por sistemas de producdo sustentaveis e
ecologicos, associados ao esgotamento das reservas de petréleo e uma sucessiva
demanda mundial por matérias primas e energia, tornaram 0s processos biotecnologicos
envolvendo enzimas, células vegetais ou animais e microorganismos estratégias
importantes na aquisicdo de uma ampla gama de produtos usados na indUstria quimica e
petroquimica, farmacéutica, alimenticia, téxtil, de energia, entre outras (RAM, 2013).

Em particular, o advento da nanotecnologia e suas aplicacdes proporcionou a
manipulagdo de materiais e sistemas cujas estruturas e componentes exibem
propriedades distintas, devido a sua escala nanométrica. A exploracdo dessas
propriedades por meio do controle de suas estruturas em nivel atdmico/molecular
viabilizou a criacdo de novos materiais mais econdémicos e eficientes (MEDEIROS;
MATTOSO, 2012). Da mesma forma, a nanotecnologia possui uma importante relacdo
com a biologia molecular derivada da observacgdo de que as operagfes fundamentais da
biologia celular ocorrem em escala nano.

A unido entre essas duas areas proporcionou o surgimento da nanobiotecnologia,
que tem grande relevancia industrial devido a producdo de novos materiais sintéticos ou
parcialmente sintéticos inspirados nos organismos celulares. A possibilidade de integrar
as propriedades biocataliticas das enzimas com as propriedades eletronicas, Opticas e
magnéticas dos nanomateriais, propicia a modificacdo das estruturas e funcdes das
enzimas e dos nanomateriais, proporcionando a formacdo de biocatalisadores com
propriedades Unicas.

Em contrapartida ao material macroscépico, a conjugacdo de nanomateriais e
enzimas tém ajudado a revolucionar as aplicacdes industriais, principalmente no uso de
enzimas imobilizadas. Na fabricacdo de biossensores, enzimas integradas a
nanomateriais sdo usadas para melhorar o contato elétrico com a superficie de eletrodos.
Na liberacdo intracelular, nanomateriais estdo sendo utilizados como carreadores
enzimaticos, para aumentar a permeabilidade e estabilidade de membranas, favorecendo
0 aumento do transporte de enzimas ativas para o interior de células vivas (LIN; CHEN;
LIU, 2016). E por fim, vem sendo estudado o desenvolvimento de enzimas imobilizadas
em nanomateriais para 0 uso como nanocatalisadores que apresentem alta estabilidade,

facil recuperacéo e reciclagem e que promova uma diminuigdo dos custos operacionais.
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Neste sentido, 0 uso de catalisadores quimicos téxicos sdo um dos principais
problemas a serem contornados, ja que sdo os principais mediadores de reacGes usadas
industrialmente e tem sido substituido por catalisadores biolégicos (enzimas). O uso de
enzimas permite uma alta seletividade no processo, além do uso de condicdes brandas,
reduzindo a producdo de reacbes secundarias indesejaveis. Portanto, a busca por
catalisadores que incorporem uma elevada atividade, seletividade, reprodutibilidade,
alto periodo de reuso, facilidade de recuperagdo e que minimizem os danos ao ambiente
tem impulsionado as pesquisas atuais na area de nanobiotecnologia.

As enzimas mostram, por si S0, uma série dessas vantagens apresentadas acima,
contudo apds atuarem como catalisadores em fase homogénea tornam-se impurezas que
incorporam etapas de purificagdo nos processos. Apesar disso, a dificuldade na sua
reutilizacdo aumenta os custos operacionais. Nesse sentido, uma solugdo que tem sido
estudada é o emprego de diferentes tipos de suportes solidos para a imobilizacdo
enzimatica. Esse procedimento possibilita o reuso do biocatalisador e favorece a
estabilidade da enzima o que leva também a reducdo de custos no processo. Em
especial, o uso de nanoparticulas como suporte sélido confere ao biocatalisador um
maior contato com a fase que contém o substrato e garantem um dos requisitos
essenciais ap6s a acdo enzimatica do biocatalisador, seja por aplicacdo de forca G
(centrifugacdo) efou aplicacdo de campo magnético, no caso de nanoparticulas
magnéticas. Neste Gltimo caso, 0 superparamagnetismo presente em nanoparticulas
formadas por 6xido de ferro proporcionam a esses materiais grande facilidade de
isolamento e separacdo de meios multifasicos complexos pela simples aplicacdo de um
campo magnético externo, e sua facil disperséo depois de cessada a aplicagdo do campo.

Dentre os diversos métodos de imobilizacdo, o método por adsor¢do fisica tem
sido considerado um dos mais simples e econdémicos para a imobilizacdo de enzimas.
Além disso, a imobilizacdo de uma enzima por adsorcdo fisica oferece uma faixa
enorme de aplicabilidade em virtude de haver uma perturbacdo minima na estrutura
nativa da enzima (KUMAR et al., 2009).

Por outro lado, a literatura relata inimeros problemas associados a estabilidade da
enzima no suporte, que em virtude de diferentes condi¢des do meio (pH), temperatura e
forca ibnica, o processo de dessorcdo ocorre desordenadamente, provocando uma
diminuicdo na eficiéncia catalitica do sistema (suporte-enzima), sendo necessario,
portanto o uso de ligacOes mais fortes entre o suporte e a enzima, por exemplo: ligacéo
covalente (ROLLETT et al., 2010).
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Com o avanco das pesquisas em imobilizacdo enzimatica, a obtencdo de enzimas
nanoimobilizadas que reduzem os custos dos processos e 0 uso de co-produtos
industriais vem sendo reportado em diversos trabalhos, como por exemplo, o uso de
lipases imobilizadas no melhoramento de biorreatores, em sintese de ésteres e
principalmente, na producéo de biodiesel, em funcéo da sua importancia no processo de
digestdo e metabolismo de triglicerideos, os hidrolisando em glicerol e &cidos graxos
(CIPOLATTI et al., 2014).

A partir das leituras realizadas anteriormente e no decorrer do desenvolvimento
desse trabalho, percebemos uma necessidade em discutir/ investigar os fundamentos que
estdo presentes nos processos de imobilizagcdo e que influenciam na eficiéncia dos
biocatalisadores obtidos.

Nessa perspectiva, alguns questionamentos que promoveram a investigacao
descrita nesse trabalho foram: Por que a imobilizacdo de enzimas em nanoparticulas por
adsorcdo fisica fornece baixas taxas de atividade recuperada? Quais os problemas
enfrentados e como ameniza-los? Por que normalmente sdo utilizadas moléculas
ligantes para modificar a superficie das nanoparticulas e sO depois realizar a
imobilizacdo da enzima? Serd que ndo é possivel imobilizar a enzima apenas a
colocando em contato com as nanoparticulas? Quais as condi¢cfes que devem ser
controladas para isso? Quais os tipos de ligacOes estdo presentes nesses processos?
Como a enzima esta ligada a superficie? Quais os parametros e propriedades que
governam as interacdes e como modifica-las para alcancar um biocatalisador
fisicamente adsorvido e com alta eficiéncia?

Na tentativa de responder esses questionamentos, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a utilizacdo de nanoparticulas magnéticas como suporte para a
imobilizacdo da lipase TLL pelo método de adsorcdo fisica. De forma mais especifica,
objetivamos sintetizar e caracterizar por diversas técnicas nanoparticulas magnéticas
com controle de tamanho e forma; definir as melhores condi¢gdes de imobilizacdo da
TLL nas NPM em funcdo da maior diferenca de carga superficial; determinar a
atividade hidrolitica, o teor de proteina, a taxa de dessor¢do e avaliar a separacdo e
reuso do material imobilizado. Além disso, é pretendido caracterizar o material
termodinamicamente.

Assim, as secOes desse texto estdo divididas inicialmente pela presente
introdugdo, seguidas de uma fundamentacdo tedrica com aspectos importantes

relacionados ao trabalho, que proporcionam uma melhor compreenséo dos resultados
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obtidos. Em seguida, é apresentada uma revisao bibliografica, no qual, sdo apresentados
0S avangos conquistados nos Gltimos 5 anos nos processos envolvendo a imobilizacéo
de lipases e, em especial, suas imobilizacbes em nanoparticulas magnéticas e 0s
desafios da area. Em continuacdo, sdo apresentadas as metodologias usadas e 0s
resultados e discussdes de forma ampla, numa tentativa de facilitar a compreenséo da

inovacéo do trabalho. Por fim, as conclusdes e perspectivas do trabalho.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Nessa se¢do sdo apresentadas informacdes sobre as caracteristicas e propriedades
das nanoparticulas, das enzimas e conceitos importantes para a compreensdo dos

resultados do trabalho.

2.1 Nanoparticulas Magnéticas e suas propriedades

A nanotecnologia € uma ciéncia interdisciplinar que se dedica ao estudo da
matéria em escala nanométrica, visando criar estruturas com novas propriedades e
comportamentos que possam ser empregadas nas mais diversas areas industriais. As
nanoparticulas apresentam propriedades distintas das moléculas em escala
macroscopicas (bulk), devido ao efeito de tamanho e superficie que se tornam evidente
em materiais que possuem tamanho entre 1 e 100 nm. Com a diminui¢do do tamanho
médio da particula, ocorre um aumento da area superficial por volume. Por exemplo, se
a 4rea superficial de um cubo com aresta de 1 cm é de 6 cm? para um volume de 1 cm®.
Ao restringir a aresta do cubo para 1 mm, para um volume total de 1 cm® é encontrado
1000 cubos cuja area superficial totaliza 60 cm?. Em escala nanométrica, admitindo que
cada cubo seja composto por arestas de 1 nm, ha 1021 cubos por 1 cm>de volume total,
e a area superficial daf resultante é agora de 60.000.000 cm? (MARTINS; TRINDADE,
2012).

Nesse sentido, uma nanoparticula magnética com diametro de 30 nm, possui 5%
dos seus atomos na superficie, enquanto que, a mesma nanoparticula com diametro de
10 nm possui 20% dos atomos na superficie e chegando a ter 50% dos atomos na
superficie em didmetros de 3 nm. Esse aumento de atomos na superficie das
nanoparticulas € responsavel pelas diversas propriedades e empregabilidade desses
materiais (MARTINS; TRINDADE, 2012).

As nanoparticulas magnéticas sdo geralmente constituidas por 6xidos de ferro,
entretanto, nanoparticulas obtidas a partir dos elementos niquel e cobalto, também
possuem essa mesma nomenclatura. Na natureza existem diversos tipos de éxidos de
ferro, sendo os principais: a ferrihidrita (FesHOg); a hematita (a Fe;O3), a maguemita (y
Fe,03); e a magnetita (FezO,). Essas espécies possuem propriedades magnéticas,
elétricas, morfoldgicas e fisico — quimicas interessantes para a aplicagdo tecnoldgica.

Contudo, somente a magnetita e em alguns processos a maguemita, possui momento
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magnético suficientemente alto, baixa toxicidade, processo de obtencao
economicamente viavel e estabilidade quimica para ser aplicada em sistemas bioldgicos
(FIGUEROLA et al., 2009).

A magnetita ¢ um 6xido misto com formula molecular FeO.Fe,03, onde estdo
presentes na estrutura os cétions Fe** e Fe** numa proporcéo estequiométrica de 1: 2,
podendo ser sintetizada através do método de coprecipitacdo de uma mistura de sais
contendo Fe?* e Fe** em ambiente aquoso seguido de precipitacdo com hidréxido e em
atmosfera inerte, conforme a equacdo 1. Nesse meétodo, pode ocorrer uma grande
variacdo no tamanho. O controle de tamanho, forma e composicdo das particulas
depende da razdo estequiométrica entre os cations, do pH, da velocidade de agitacdo do

sistema e da velocidade de adig&o do agente redutor.
Fe?t + 2Fe3* + 8 0H™ - Fe;0, + 4H,0 (equagio 1)

Na sintese da magnetita, primeiramente ocorre a coordenacdo das moléculas de

agua pelos cations metalicos (M), formando espécies do tipo (equacéo 2):

[M (H20)x ]"* (equagdo 2)

as quais sofrem hidrolise e formam compostos do tipo (equacéo 3):

[M (H,0)x-1 ]®"P*  (equacido 3)

Esses compostos dimerizam com a liberacdo de agua, obrigando os oxigénios dos
grupos OH" formarem ligacGes de hidrogénio entre os mondmeros. Posteriormente, as
espécies hidrolisadas continuam se associando e condensando-se através de ligacdes de
hidrogénio em regifes ausentes de prétons, dando origem as caracteristicas estruturais
especificas da nanoparticula (SOUZA, 2011).

A magnetita forma uma estrutura do tipo espinélio invertido, AB,O4, em que 0s
fons O* formam um arranjo cubico de face centrada, gerando dois tipos de sitios de
coordenacdo, o primeiro tetraédrico, no qual, o cation se encontra no centro do tetraedro
interagindo com quatro ions oxigénio, e o segundo, octaédrico, onde uma proporcéo de
cations divalentes e trivalentes ocupam o centro do octaedro formado interagbes com
seis ions oxigénio (figura 1) (SOUZA, 2011; VERWEY, 1939). Essa disposic¢do resulta
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em 24 4tomos de Fe (16 fons Fe ** e 8 fons Fe **) e 128 4tomos de oxigénio arranjados

em uma Unica célula unitéria.

Figura 1 - Célula unitaria da estrutura cristalina do tipo espinélio.

° Fe3*/Fe?*
o Fei~

o Or

Fonte: BINI, 2016.

O 4tomo de Fe tem estrutura eletronica 1s® 2s® 2p° 3s? 3p° 4s? 3d° ou [Ar]3d° 4s?,
enquanto que os fons Fe?* tem [Ar]3d® e Fe** tem [Ar]3d°. Essas configuragdes
conferem ao fon Fe?* 4 elétrons desemparelhados e ao fon Fe®* 5 elétrons
desemparelhados na configuragdo de alto spin. A disposicdo desses cations nos
diferentes sitios cristalogréficos resultam em um arranjo de seus momentos magnéticos.
Esse arranjo ocorre de maneira a formar subreticulos com momentos magnéticos
diferentes. Assim, o subreticulo Fe** tetraédrico fica orientado antiparalelamente ao
subreticulo Fe** octaédrico. Como os dois subreticulos sdo iguais, e 0s respectivos
momentos magnéticos se cancelam, 0 momento magnético resultante é devido somente
ao subreticulo Fe**octaédrico (SOUZA, 2011; THAPA et al., 2004).

Os momentos magnéticos das nanoparticulas magnéticas obtidas a partir da
magnetita reagem ao efeito da aplicacdo de um campo magnético externo, podendo ser
classificados em relacdo ao tipo de interagdo, atrativa ou repulsiva, quando esses
formam um dipolo magnético. Um material diamagnético, como por exemplo, a agua,
ndo possui dipolo magnético quando exposto a um campo magnético externo devido a
sua magnetizacdo ocorrer em sentido oposto ao campo, resultando em uma forca de
repulsdo. J& os materiais paramagnéticos apresentam dipolos magnéticos orientados
aleatoriamente, podendo ser alinhados por agdo de um campo magnético externo (figura
2a) e subdivididos em materiais ferromagnéticos; em materiais ferrimagnéticos; e em
materiais antiferromagnéticos.

Em um material ferromagnético (figura 2b), os dipolos magnéticos existem

mesmo na auséncia de um campo magnético externo e exercem um efeito de longo
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alcance, exibindo um momento magnético permanente. No material ferrimagnético
existem sempre dipolos magnéticos mais fracos alinhados antiparalelamente com os
dipolos magnéticos mais fortes adjacentes, na auséncia de campo magnético externo.
Exemplos de materiais ferrimagnéticos, sdo os oxidos de ferro: magnetita, Fe3Oy,
maguemita, y-Fe,Oz e as ferritas MFe,O3 em que M = Co, Ni, Mn, etc. Para um material
antiferromagnético, os dipolos adjacentes sdo antiparalelos, na auséncia de um campo
externo, cancelando-se mutuamente. Os Oxidos metalicos MnO, CoO e NiO sdo
exemplos de materiais antiferromagnéticos. Em geral, os materiais apelidados
trivialmente de magnéticos sdo aqueles que apresentam caracteristicas de ferro ou
ferrimagnetismo (JEONG et al., 2007; MARTINS; TRINDADE, 2012).

Figura 2- Diferentes tipos de comportamento magnético em materiais.

Paramagnetismo Ferromagnetismo Superparamagnetismo

Ca®
.....

() (b) ()
Fonte: Adaptado de MARTINS; TRINDADE, 2012.

Com a diminuicdo do tamanho de particula abaixo de certo valor critico, em um
solido ferromagnético, os elétrons desemparelhados se comunicam fortemente um com
0 outro e se alinham (mesmo com a auséncia de um campo magnético) em regides
largas chamadas dominios magnéticos. Nessa situacdo, a formacdo de dominios torna-se
energeticamente desfavoravel e a reducdo de volume do material faz com que as
nanoparticulas magnéticas se comportem como um (nico atomo em um monodominio
(figura 2c) aumentando drasticamente o seu momento magnético. Este comportamento e
chamado de superparamagnetismo e € a principal propriedade de interesse para
aplicacdo desse tipo de material em processos de separacdo (MARTINS; TRINDADE,
2012).

A estabilidade desses materiais estd diretamente relacionada ao equilibrio das
interacOes atrativas e repulsivas entre as nanoparticulas. As principais medidas usadas
para garantir esse equilibrio € o controle das cargas de superficie (repulsdo eletrostatica)

e a utilizacdo de moléculas de cadeias longas (repulsdo esterica).
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Na sintese de nanoparticulas, os fendbmenos de agregacdo e crescimento das
particulas resultam na diminuicdo de sua area de superficie. Além disso, quando
dispersas, apresentam movimento continuo e aleatério que favorece sua agregagdo e
precipitacdo. Esse movimento leva a um maior nimero de colises entre particulas, o
conteddo energético se torna suficiente para promover a atracdo entre si, dando origem a
particulas mais susceptiveis a forga gravitacional, enfatizando o processo de agregacéo.
Ao utilizar um recobrimento adequado, além de possibilitar um aumento na estabilidade
coloidal, é possivel conciliar a presenca de grupos funcionais livres na superficie das
nanoparticulas (SILVA, 2017).

2.2 Enzimas e suas propriedades

Proteinas podem ser definidas como uma (ou mais) cadeia(s) polimérica(s)
linear(es) formada(s) por residuos de aminoacidos dispostos em ordem definida, que se
unem por liga¢des peptidicas (figura 3). Dessa forma, sdo moléculas compostas por uma
ou mais cadeias polipeptidicas, que adquirem estrutura tridimensional, responsavel
pelas suas atividades bioldgicas. A estrutura basica desses residuos de aminoacidos é
constituida de um carbono assimétrico (carbono o) com seus ligantes: um grupo
carboxilico (-COOH), um grupo amino primario (-NH;), um atomo de hidrogénio (-H),
uma cadeia lateral (radical, R) variavel entre os residuos e sdo responsaveis, em
conjunto, pelas caracteristicas estruturais e funcionais das moléculas protéicas
(CARRIO; BARACAT - PEREIRA, 2014).

Figura 3- Processo de formacao de uma ligacdo peptidica.

Lorzgca g igagdo
Aminodcido 1 Aminodcido 2 lﬁ?p?idica

E] Dipéptido

Fonte: https://www.todoestudo.com.br/biologia/proteinas. Acesso em: 06 ago. 2019.

H

O grupo lateral é diferente para cada aminoacido e define as caracteristicas fisico
— quimicas das moléculas, como a ionizagdo em solucéo aquosa e o0 grau de polaridade.

Os grupos funcionais de R reagem entre si ou com outros compostos protéicos, ou se
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acomodam quimicamente em regides polares (carregadas ou ndo), ou apolares das
estruturas. [Essas interacOes, predeterminadas em um contexto funcional, d&o
sustentacdo e estabilidade a estrutura nativa de uma proteina (CARRIJO; BARACAT -
PEREIRA, 2014).

Assim, a carga elétrica total de uma proteina € dada pela somatdria das cargas R
dos aminoacidos, as quais dependem, por sua vez, dos valores de pKa e do pH do meio.
A tabela 1, adaptada de Carrijo; Baracat-Pereira, 2014, mostra os valores de carga
elétricas dos grupos que constituem os residuos de aminoacidos.

Cada proteina € um polipeptidio compostos pelos 20 aminoacidos essenciais, que
se diferenciam apenas pela ordem em que sdo sequenciados. Suas diversas
combinacBes, em condicBes fisioldgicas, propiciam um enovelamento espontaneo da
biomolécula, formando uma estrutura tridimensional estavel, designada de conformacao
nativa, que mantém a sua estabilidade e atividade biologica. A analise estrutural das

proteinas é feita em quatro niveis diferentes.

Tabela 1- Valores de pK e ponto isoelétrico dos aminoacidos.

Aminoacidos  pk, pK, pKg pl Aminodcidos K, pK, pKg  pl

Gly 2,34 9,60 5,97 Arg 2,17 9,04 1248 10,76
Ala 2,34 9,69 6,01 Asp 1,88 9,60 365 2,77
Val 2,32 9,62 5,97 Glu 219 967 425 322
Met 228 921 5,74 Asn 2,02 8,80 5,41
Pro 1,99 10,96 6,48 Gln 2,17 9,13 5,65
Leu 2,36 9,60 5,98 Ser 221 9,15 5,68
lle 2,36 9,68 6,02 Thr 2,11 9,62 5,87
Phe 1,83 9,13 5,48 Trp 2,38 9,39 5,89
Lis 2,18 895 1053 9.74 Cys 196 10,28 8,18 5,07
His 182 917 6,00 759 Tyr 220 9,11 10,07 5,66

* pK; refere-se ao —-COOH; pK, refere-se ao —NH,; e pKp refere-se ao radical
Fonte: CARRIJO; BARACAT - PEREIRA, 2014.

. A anélise estrutural das proteinas é feita em quatro niveis diferentes. Na figura 4,
a imagem (a) remete a estrutura primaria de uma proteina, no qual, pré determina o
namero de conformacgdes a partir da ordem dos aminoacidos; em (b) a maximizagdo do
numero de pontes de hidrogénio leva a formagdo cooperativa de regides de estrutura
regular, chamadas de estrutura secundaria; em (c) a associacdo de diferentes elementos
da estrutura secundaria resulta na formacdo de dominios estruturais determinados por
propriedades quirais da cadeia polipeptidica e por empacotamentos que minimizem a

area superficial da molécula, resultando na estrutura tercidria; e em (d) o
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empacotamento de vérias subunidades protéicas com estruturas bem definidas originam
a estrutura quartenaria da proteina (TAIPA; GAMA, 2003).

Figura 4-Representacdo estrutural de uma proteina.
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Fonte: DIAS, 2018.

Envolvidas em todos os processos naturais, as enzimas, uma classe especial de
proteina, sdo catalisadores bioldgicos que aceleram as reagcdes quimicas em ambos 0s
sentidos de um processo reversivel sem se alterar. Nessa situacdo, as condicfes de
reacao se tornam mais suaves e energeticamente mais favoraveis, visto que, as enzimas
atuam em condicdes de temperaturas abaixo de 100 °C, em valores de pH proximo a
neutralidade e a pressdo atmosférica. O entendimento da atuagdo desses biocatalisadores
durante o processo de catalise foi estabelecido a partir do conceito de sitio ativo ou sitio
catalitico, devido a sua especificidade em relacdo aos substratos que podem interagir.
Este é definido como uma regido tridimensional da enzima que permite a interacdo
especifica com o substrato e onde ocorre a reagdo quimica (SILVA, 2012).

A especificidade da ligacdo do substrato depende do arranjo dos &tomos no centro
catalitico que é descrito a partir do modelo de chave e fechadura, elaborado por E.
Fischer em 1890 (figura 5). Esse modelo se baseia na especificidade da a¢do enzimatica
e pressupde que o substrato e o centro catalitico terdo formas complementares, existindo
portanto, um encaixe perfeito. Contudo, outro modelo complementar, chamado de teoria
do encaixe induzido foi desenvolvido por Koshland em 1958. Nessa concepgdo, oS
substratos ao interagir, provocam uma mudanca conformacional no sitio catalitico e
também podendo ocorrer no restante da estrutura da enzima (PEREIRA, 2010). E assim,
a conversao dos reagentes em produtos numa reacdo enzimatica € quantificada com base

nesses modelos a partir da atividade enzimatica apresentada pelo sistema.
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Figura 5- Modelo de complementaridade estrutural entre enzima e substrato.

A enzima altera ligeiramente a sua Produtos
Substralo  tgrma & medida que o substrato se liga
{ Centro activo r

Subslirato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o
centro activo da enzima enzima'substrato enzima/produto centro activo da enzima

Fonte: https://www.sobiologia.com.br. Acesso em: 06 ago. 2019.

As enzimas sdo ativas em uma faixa estreita de pH e na maioria dos casos existe
um pH 6timo, em que a sua atividade enzimatica é méxima. Sua eficiéncia catalitica é
influenciada pela ionizacdo dos residuos de aminoécidos presentes no sitio catalitico e
depende de uma conformacdo tridimensional especifica dessa mesma regido. Esses
grupos ionizaveis atuam normalmente como nucleéfilos em reacBes enzimaticas, sendo
que, uma pequena alteracdo de pH pode impedir esses grupos de permanecerem
carregados, logo dificultando a formagdo do complexo enzima/substrato e
consequentemente, impedindo que a reacdo catalitica aconteca. Portanto, quando é
usado valores de pH proximo do 6timo é verificado uma diminuicdo na atividade
enzimatica, porém reversivel, e quando sdo usados valores extremos, podem ocorrer
perdas totais de atividade em decorréncia do desnovelamento irreversivel
(desnaturacdo) da enzima (SILVA, 2012).

E importante ressaltar que nem todas as enzimas possuem o mesmo pH 6timo.
Cada sistema controla seu grau de ionizagdo através de uma solucdo tamponante. A
partir disso, € importante a nivel laboratorial que se inclua em qualquer ensaio um
tampdo para estabilizar as variacGes de carga possibilitando estudar o comportamento
dessas moléculas durante uma reacdo de catalise.

Outra propriedade importante nesses processos é o controle da temperatura. O
fornecimento de energia na forma de calor aumenta a probabilidade de coliséo entre as
moléculas promovendo um aumento de moléculas com energia de ativacdo suficiente
para realizacdo da reagdo quimica. Entretanto, esse efeito é contraditado pelo processo
de desnaturacdo, que combinando esses dois efeitos d& origem a temperatura 6tima da

enzima. Assim, essa corresponde a temperatura maxima, na qual, a enzima possui
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atividade catalitica maxima por um periodo de tempo determinado (CABRAL; GAMA;
AIRES-BARROS, 2003).

E por fim, a estabilidade estrutural das enzimas é determinada por uma variedade
de forcas fisicas, que resultam de interacdes, que ocorrem dependendo da disposicao e
orientacdo dos grupos funcionais da molécula. A conservacdo das ligacGes covalentes é
indispensavel para a manutencéo da estrutura terciaria de uma enzima. As forcas de Van
der Waals também s&o determinantes no que toca a estrutura das proteinas. E o elevado
numero de interacdes dipolo-dipolo, que embora apresentem uma energia associada
relativamente baixa, apresenta um papel importante na estabilidade enzimatica. No
entanto, as interacOes eletrostaticas no geral contribuem pouco para a estabilidade, ja
que se encontram, na maioria das vezes, na superficie da molécula, em maior contato
com o solvente. As ligacbes de hidrogénio intermoleculares sdo responsaveis pela
estrutura tridimensional das enzimas, portanto contribuem para a sua estabilidade
(SILVA, 2012).

2.3 Forcas Intermoleculares envolvendo enzimas

Nessa subsecdo € discutida a contribuicdo e importancia das forcas

intermoleculares no entendimento da interacdo e estabilizacdo de macromoléculas

2.3.1 A importancia da agua em sistemas bioldgicos

A &gua é uma substancia fundamental aos organismos vivos, constituindo de 50%
a 70 % do meio celular, participando ativamente do processo bioldégico como solvente,
mas também, influenciando a estrutura, a dindmica, e as interagdes entre biomoléculas
(BALL, 2008).

Em relacdo a sua estrutura quimica, a molécula de agua é muito pequena, e a
diferenca de eletronegatividade entre os atomos de oxigénio e hidrogénio favorecem a
deslocalizagéo eletronica de sua estrutura, criando regides de distribui¢io de cargas. Em
fase liquida, as caracteristicas intrinsecas das moléculas de adgua as direcionam a formar
arranjos tetraédricos. As interacdes dipolo—dipolo entre essas moléculas sdo de natureza
eletrostatica e recebem a denominagdo de ligacGes de hidrogénio. Essas ligacdes de
hidrogénio tendem a ser cooperativas e em geral, podem se ligar a quatro outras

moléculas de agua proximas, levando a um acoplamento intermolecular extenso e um
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movimento cooperativo de mais longo alcance (BONIFACIO, 2019; SHULTZ et al.,
2011).

A nivel molecular, a &gua participa da estabilizagdo da estrutura nativa, da
dobragem das trés estruturas dimensionais e contribui com o ambiente térmico da
proteina. O meio aquoso também influéncia nas ligacGes peptidicas; nas interacdes
proteina — ligante; proteina — biomoléculas; e na agregacdo de proteinas. Além disso, a
agua presente no sitio ativo das enzimas é importante para o reconhecimento,
seletividade e dissociacdo do ligante, favorecendo as transicdes conformacionais
obrigatdrias para catalise e estd diretamente relacionada aos processos quimicos de
reacOes de hidrolise, enantioseletividade e cinética enzimatica (BIEDERMANNOVA,;
SCHENEIDER, 2016).

2.3.2 Forcas envolvidas na estabilizacdo de proteinas

As interacBes moleculares sdo responsaveis pelas propriedades caracteristicas de
substancias simples quanto a agua, ou tdo complexas quanto os polimeros (ATKINS;
PAULA, 2008). A estrutura das proteinas é mantida por um conjunto de interaces
fracas entre grupos carbonicos e entre radicais dos residuos de aminoacidos. Ocorrem
tanto entre os aminodacidos constituintes da cadeia como também entre aminoacidos e
moléculas de solvente no qual a proteina se encontra. Juntas, essas forcas intra e
intermoleculares garantem a estabilidade dindmica das proteinas. A estabilidade
dindmica é assim denominada por garantir a manutencdo da estrutura e também conferir
versatilidade as proteinas e ser essencial para a sua funcionalidade. As interacdes
relatadas que estdo envolvidas na estabilizacdo desses polimeros sdo as interacbes
hidrofébicas, eletrostaticas (énfase nas ligacGes de hidrogénio), ligagcdes covalentes
entre outras. (CARRIJO; MARTINS, 2014).

Nas células vivas, os residuos de aminoacidos sdo essenciais na formacdo dessas
interacdes, garantindo a manutencdo das estruturas nativas das proteinas, devido as
propriedades fisicas e quimicas conferidas pelas diferentes cadeias laterais. Uma
simples substituicdo de amino&cidos pode levar a mudancas nesse conjunto de forcas e
causar séria perturbacéo na estrutura das proteinas, podendo levar a perda de sua funcgéo
(LESK, 2004).

Em meados de 1930, os estudos sobre proteinas estavam surgindo e as discussdes

sobre as forgas que estabilizam essa estrutura ganharam destaque. Nessa época, Pauling
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e Mirsk sugeriram que a ligacdo de hidrogénio entre o nitrogénio peptidico e atomos de
oxigénio contribuia para a estabilizacdo das proteinas. Apos trés anos, Bernal descreveu
que os grupos hidrofdébicos interagem entre si e ndo se associam com 0 meio aquoso,
formando uma forca de associacdo repulsiva desses grupos com as moléculas de agua
que favorecem a estruturacdo das proteinas. Logo apds, Kauzmann apresentou
evidéncias que as ligagcdes hidrofdbicas sdo um dos fatores mais importantes na
estabilizacdo e configuracdo nativa das proteinas. J& Kendrew sugeriu que, de longe, a
contribuicdo mais importante vem das forcas de Van der Waals entre os residuos ndo
polares que compde a maior parte do interior das moleculas (PACE; SCHOLTZ,
GRIMSLEY, 2014).

Assim, as estruturas protéicas dependem de uma diversidade de forgas quimicas
para a preservacdo da estabilidade, como também para a especificidade de
funcionamento e afinidade pelos seus ligantes, podendo classificar essas forcas em:
ligacdo de hidrogénio, interacdes hidrofdbicas, forcas eletrostaticas e forgas de Van der
Waals.

As ligaces de hidrogénio sdo formadas por atomos com elevada
eletronegatividade em que o grupo doador de protons possui uma densidade eletrénica
deficiente em elétrons, enquanto que, o grupo aceitador de prétons possui um excesso
de elétrons em sua configuracdo eletronica. Essas interagdes sdo comumente
classificadas a partir da sua magnitude energética de formacao. As ligacGes com valores
superiores a 15 Kcal.mol™ sao consideradas fortes, entre 15 Kcal.mol™ e 4 Kcal.mol™
moderadas ou normais e valores inferiores a 4 Kcal.mol™ sio definidas como ligacées
fracas.

As ligacdes de hidrogénio fortes formam moléculas de agua quando proétons
hidratados estdo envolvidos e o comprimento dessa ligacdo (O-H), varia entre 1,22 —
1,34 A, e é comparavel com o comprimento de ligacdes covalentes (1,10 — 1,22 A). As
ligagdes de hidrogénio moderada sdo formadas entre doadores de préton neutro e grupos
aceitadores de prétons, sendo caracterizado por uma geometria com angulos entre 180°
e 140°, comprimento de ligacéo entre 1,70 A — 2,00 A e s&o fregilentes na estrutura de
biomoléculas. J& nas ligacOes fracas ocorrem se o doador de prdtons possui uma
eletronegatividade inferior ao atomo de hidrogénio, sendo o deslocamento do nucleo de
hidrogénio insignificante para a ligacdo, denominando as moléculas como apolares
(KARSHIKOFF, 2006).
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Em proteinas, as ligacfes de hidrogénio participam da estabilizacdo da estrutura
secundaria a partir dos grupos NH," e COO™ e devido aos grupos peptidicos dos
aminoacidos serem coplanares, esses sdo ligados por ligacbes de hidrogénio, limitando
0 numero de conformacdes possiveis. Cada atomo de oxigénio no ion carboxilato pode
formar até duas ligacdes de hidrogénio. Essas ligacOes entre residuos de aminoacidos
separados ao longo da estrutura secundéria entre um grande numero de unidades
peptidicas formam uma rede de ligaces de hidrogénio que mantém a interacéo entre as
subunidades na posicdo e orientacdo especifica. As redes de ligacdo de hidrogénio
também ocorrem em moléculas de agua que competem para interagir com 0S grupos
funcionais das cadeias laterais das proteinas (KARSHIKOFF, 2006).

As interacGes hidrofobicas ocorrem quando compostos apolares sofre as
conseqiiéncias da acdo dinamica de moléculas polares, forcando esses grupos ndo
polares a minimizar suas interacdes com o meio hidrofilico. No caso de proteinas
presentes em meio aquoso, os residuos hidrofébicos se posicionam no interior da cadeia
e os residuos hidrofilicos sdo direcionados para a superficie e ficam disponiveis para
interagir com moléculas de dgua. A agregacdo de cadeias laterais apolares no interior da
proteina é favorecida pelo aumento da entropia das moléculas de agua e a reducédo do
efeito polar no interior da molécula pode ocorrer a partir de qualquer grupo carregado
no interior da proteina que possa formar ligagdes de hidrogénio ou interacbes ibnicas
(CARRIJO; MARTINS, 2014).

As interacOes eletrostaticas ocorrem entre dois residuos de aminoacidos, em gue,
um possui carga positiva e 0 outro carga negativa na cadeia lateral. Geralmente,
possuem uma menor contribuicdo para a manutencao da estrutura protéica em relagdo as
interacdes hidrofébicas, devido a dependéncia de aminoacidos carregados e da
distribuicdo espacial destes na estrutura tridimensional da proteina para formarem os
pares ibnicos e contribuir com a sua estabilizacdo (CARRIJO; MARTINS, 2014;
ROCHA, 2001).

Esse tipo de interacdo é dividida em idnica, no qual, ocorre entre cations e anions
com forte diferenca de cargas, podendo ter carater atrativo ou repulsivo. Em interagdes
dipolo — dipolo, em que, moléculas constituidas por atomos diferentes tendem a migrar
seus elétrons para um atomo em detrimento da sua diferenca de eletronegatividade
(polarizagédo), resultando em uma orientacdo espacial onde a nuvem eletronica
apresentard regides com diferenca de cargas. E em dipolo — dipolo induzido, que

consiste na influéncia de um dipolo em polarizar uma segunda molécula que esteja
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proxima (ROCHA, 2001). Assim, as interacOes eletrostaticas sdo importantes na
estruturacdo das proteinas, pois regulam as propriedades dependentes do pH, tais como:
atividade enzimatica, desnaturacdo acida ou alcalina, interacGes inibidoras, interagdes
com substrato e muitas outras (KARSHIKOFF, 2006).

As interacdes de Van der Waals estdo presentes sempre que duas moléculas se
aproximam. E considerada atrativamente fraca, ocorrendo principalmente entre espécies
neutras e apolares, entretanto, pode se pronunciar em estruturas polares ou carregadas,
porém, seu efeito € minimizado pelas forcas eletrostaticas. Quando compostos apolares
interagem, uma molécula pertuba a densidade eletrénica da outra ocasionando uma
polarizacdo dessas espécies favorecendo o surgimento de dipolos momentaneos, que
podem ser vistos como uma interacdo dipolo induzido — dipolo induzido, que se
orientam e originam essas interacdes fracas. Dessa forma, essas forcas de dispersdo sdo
importantes na estabilizacdo da estrutura protéica e a superficie da agua, aumentando a
sua forca em funcdo da diminuicdo da distancia, at¢ o momento em que as forcas
repulsivas superem as forcas atrativas (ATKINS; PAULA, 2008; ROCHA, 2001).

2.4 Imobilizacdo de Enzimas

O processo de imobilizacdo enzimatica remete ao confinamento de enzimas em
um suporte solido que possa ser reutilizado, transformando o seu uso em uma estratégia
mais econdmica. Em geral, ndo ha um método aplicavel a todas as enzimas. Para cada
tipo de aplicagdo, a escolha do material imobilizado requer a anélise de uma série de
fatores como: a utilizacdo da atividade catalitica por um periodo maior de tempo,
facilidade de separacdo do produto, facilidade na recuperacdo do biocatalisador,
influéncia da temperatura e do pH, entre outros (GUISAN, 2006). Isso se deve as
diferentes caracteristicas fisico-quimicas de cada enzima, as diferentes propriedades dos
substratos e produtos. Por isso, as condi¢des étimas de imobilizacdo sdo empiricamente
determinadas por tentativa e erro a fim de estabelecer a maior retencdo da atividade
enzimatica, estabilidade operacional e durabilidade (KRAJEWSKA, 2004).

No momento em que uma enzima é imobilizada, algumas de suas propriedades
fisico — quimicas podem ser alteradas. Devido as modificacdes ocasionadas pelas forgas
intermoleculares no microambiente, o pH 6timo das enzimas podem sofrer alteracdes; a
constante de Michaelis — Menten, geralmente aumenta em razdo da catalise heterogénea

modificar a estrutura tridimensional e dificultar o processo de difusdo; ocorre uma
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maior estabilidade em razdo do aumento da rigidez das ligacdes; e de forma geral, as
enzimas imobilizadas apresentam menor vulnerabilidade & agdo de ativadores e
inibidores (BASILIO, 1994).

Dessa maneira, a imobilizacdo de enzimas pode ser realizada por diferentes
métodos, tais como: Confinamento em matrizes poliméricas, Encapsulacdo em
membranas poliméricas, por adsorcao fisica ou quimica (covalente) e por reticulacéo,

conforme a figura 6.

Figura 6- Esquema dos metodos de imobilizagdo de enzimas:
confinamento, encapsulagéo, adsorcéo (via troca ionica), ligacao

covalente e reticulagéo.

Confinamento Encapsulagao

__ grupos reativos

grupos nucleofilos

Fonte: FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013.

2.4.1 Adsorcao Fisica, Quimica e I6nica

Conforme a natureza das forcas envolvidas, a adsorcdo pode ser classificada
quanto a sua intensidade em: fisissor¢do (adsorcdo fisica) e quimissorcdo (adsorcao
quimica). No caso da adsorcdo fisica, a ligacdo da enzima a superficie do suporte €
estabelecida por ligacdes fracas que podem ser atribuidas as forcas de Van der Waals,
que se assemelham as forcas de coesdo molecular. Ja na adsorcdo quimica, as ligagoes
sdo formadas a partir da troca ou compartilhamento de elétrons entre a enzima e a
superficie do suporte, resultando em uma ligacdo quimica. Segundo a Termodinamica, o
calor de adsorcdo em uma ligagéo fisica esté situado abaixo de 10 Kcal.mol™, na ordem
de reagdes de condensacdo/vaporizacdo, enquanto que, o calor de adsor¢cdo em uma
ligacdo quimica é superior a ordem de 20 Kcal.mol™ (VIDAL et al., 2014). Esses
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processos promovem a adsorcdo das enzimas por fatores como: desidratacdo
hidrofébica, mudancas estruturais, interacfes eletrostaticas, interagdes de van der Waals
e ligacdes especificas (MATEO et al., 2007; REIS et al., 2009).

Contudo, os fendmenos de adsorcdo sdo condicionados pela natureza do suporte,
da enzima e das condicGes operacionais. As caracteristicas do suporte incluem: area
superficial, tamanho, grupos funcionais presentes na superficie e hidrofobicidade do
material. Em contra partida, a natureza da enzima depende da sua polaridade, do
tamanho, da solubilidade e da acidez ou basicidade. J& as condi¢bes operacionais
incluem, a temperatura, pH e a natureza do solvente (VIDAL et al., 2014). O aumento
da temperatura afeta a constante de velocidade de adsorgéo, ocasionando um aumento
da energia cinética e da taxa de difusdo influenciando na capacidade de adsorcao.
(JIMENEZ; BOSCO; CARAVALHO, 2004). Além disso, o pH também afeta a
adsorcdo a partir da determinacdo do grau de distribuicdo das espécies quimicas do
suporte, tendenciando a superficie a se tornar positiva ou negativamente carregada
(APPEL; MA; RHUEL, 2003).

Um caso particular no processo de imobilizacdo por adsorcdo sdo as interacdes
eletrostaticas atrativas, mais conhecidas como ibnicas, que ocorrem entre cargas
residuais de aminoacidos de enzimas e cargas opostas presentes no suporte (RABE;
VERDES; SEEGER, 2011). Por isso, as interaces que auxiliam na imobilizacdo séo
dependentes do pH reacional, do ponto isoelétrico da enzima e da distribui¢do de cargas
na superficie do suporte. Por exemplo, as lipases possuem aminoacidos com grupos
positivamente carregados em residuos de lisina e arginina, e grupos negativamente
carregados em residuos de acidos asparticos e glutdmicos (TALBERT; GODDARD,
2012). Desse modo, o pH do meio define o potencial eletrostatico da enzima, podendo
beneficiar ou ndo a adsorc¢do por ligacGes idnicas.

Quando o pH é igual ao ponto isoelétrico (pl) da proteina, 0 nimero de cargas
positivas e negativas sdo iguais € a molécula de enzima passa a ter uma carga liquida
neutra. Em condicdes abaixo do pl as proteinas sdo positivamente carregadas, enquanto
em pH acima do pl as moléculas de enzima estdo negativamente carregadas.
Consequentemente, as interagdes eletrostaticas sdo favorecidas quando as repulsdes na
interface enzima — enzima e enzima — suporte sdo minimizadas, sendo que geralmente a
capacidade maxima de adsorcdo é observada proximo ao pl da enzima (RABE;
VERDES; SEEGER, 2011). A figura 7 mostra um esquema de interagdo ibnica entre
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uma molécula de enzima e seu suporte com diferentes distribuicdes de cargas na

superficie.

Figura 7- Representacdo esquematica da interacdo ibnica de uma

molécula de enzima e seu suporte com diferentes distribuices

de cargas na superficie.
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Fonte: RABE; VERDES; SEEGER, 2011
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O primeiro relato de imobilizacdo enzimatica foi comunicado por Nelson e Griffin
(1916), quando adsorveram a enzima invertase em carvdo. Em 1940, € iniciada a
aplicacdo de enzimas em processos industriais, entretanto, a escassa disponibilidade e
alto custo dos biocatalisadores limitavam a sua utilizacdo. Nesse contexto, a
comunidade cientifica direcionou suas pesquisas para a construcdo de processos de
producdo de enzimas e metodos de imobilizacdo para posterior reutilizacdo. Assim,
Grubhofer e Schleith (1953) imobilizaram amilase, pepsina e outras enzimas em
poliacrilamida mostrando que elas mantinham a sua atividade. Posteriormente, em
1955, pesquisas foram direcionadas para a descoberta de polimeros que pudessem ser
utilizados como suporte para imobilizacdo de proteinas biologicamente ativas.

Em 1960, com a intensificacdo dos estudos de imobilizacdo, Bar-Eli e Katchalski
(1960) imobilizaram a enzima tripsina em anidrido de n- carboxi tirosina por adsor¢ao
e mostraram que esta mantinha 20% da sua atividade, em relacdo a forma livre da
tripsina. Portanto, 0 método apresentava um aumento na estabilidade, favorecendo um
periodo maior de estocagem do biocatalisador. Em 1968, algumas enzimas como a
quimiotripsina, a papaina e a tripsina comecaram a ser comercializadas em suportes
poliméricos. Logo, ocorreram as duas primeiras aplicacdes industriais de enzimas
imobilizadas: a isomerizacdo de glicose em frutose por glicose isomerase (TAKASABI,
KOSUGI; KANBAYASHI, 1969); e a resolucdo Optica de aminoacidos com
amino&cidos acilase (CHIBATA; TOSA, 1976).

Em 1990, foi iniciado o uso da técnica de reticulacdo via reacdo com glutaraldeido
por entrecruzamento de grupos aminos em estudos com cristais de termolisina para a
producdo de aspartame, e, subsequentemente foi demonstrado que o desenvolvimento
desses métodos pode ser aplicado a diversas enzimas. Dessa forma, um grande numero
de novas metodologias de imobilizacdo enzimatica utilizando os mais variados tipos de
suportes tem sido relatado na literatura, indicando a importancia dessa linha de pesquisa
(BASILIO, 1994; SOUZA et al., 2017).

Atualmente cerca de 200 enzimas sd&o comercializadas, desse total,
aproximadamente 75% s@o enzimas hidroliticas usadas em processos industriais. O
mercado global de vendas de enzimas era de apenas alguns milhdes de dolares por ano
na década de 1960. Com o melhor entendimento dos processos de obtencéo, os avancos

nos métodos de uso e a crescente demanda da industria por novos biocatalisadores, esse
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mercado vem alcangando a cifras na ordem de US$ 5,0 bilhdes em 2015 e 2016, com
crescimento estimado para US$ 6,3 bilhdes em 2021 (BCC RESEARCH, 2017;
FERRAZ et al., 2018).

Dentre esse grande volume de vendas, as lipases se configuram como a terceira
enzima mais vendida no mundo, ficando atras apenas das proteases e amilases. A sua
utilizacdo na industria de alimentos (aditivos para modificacdo de aromas), farmacéutica
(medicamentos), quimica fina (sintese de ésteres), producdo de detergentes (hidrdlise de
gorduras), tratamento de aguas residuais (decomposicdo de substancias oleaginosas) e,
principalmente na producéo de biodiesel vem alavancando o mercado de lipases, sendo
gerado um valor aproximado de US$ 590,5 milhdes em 2020 (FERRAZ et al., 2018;
MARKETS AND MARKETS, 2015; VESCOVI, 2016).

Lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.1.3) compreendem um grupo de
enzimas hidroliticas que atuam na interface organica — aquosa, catalisando a hidrolise
de 6leos e gorduras com a liberacdo de acidos graxos e glicerol (figura 8). Também
participam da catélise de reacOes de esterificacdo, transesterificacdo e interesterificacdo
(MIRANDA et al., 2014).

Figura 8- Reacdo de hidrélise catalisada por lipase.

Lipase - .o
Triacilglicerol Glicerol+ Acidos graxos
O
CH;—0O C—R CH;—OH
o) ‘ O
] _ T
(|'H~—U C R + 3H,0 —P(“H_;—(J-H + 3R ClH- 0O + 3H
3 g
CHy;— O C—R CH;—0OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

O sitio ativo é formado por uma triade catalitica que consiste dos aminoacidos
SER — HIS — ASP, sendo essa triade frequentemente protegida por uma tampa
helicoidal hidrofobica, chamada de “lid” (JAEGER; REETZ, 1998; VESCOVI, 2016).
A interacdo da lipase com a interface lipideo/dgua promove uma mudanga
conformacional na estrutura tridimensional da enzima movendo a tampa, convertendo a
enzima de uma forma “fechada” para uma forma “aberta”, com o sitio ativo acessivel ao

substrato (figura 9). Com a abertura da tampa, uma grande superficie hidrofobica é
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exposta, facilitando a ligacdo da lipase ao substrato (DALLA — VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004; VESCOVI, 2016).

Figura 9 - Representacdo da modificacdo conformacional da lipase.

Iid

Forma fechada Forma aberta
Fonte: FERNANDEZ — LAFUENTE, 2010.

Enzimas lipoliticas sdo encontradas na natureza em tecidos de animais e vegetais,
e podem ser obtidos por fermentacdo usando varios tipos de microorganismos (DALLA
— VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Nos animais, as lipases participam dos
processos de digestdo de gordura; absorcdo; reconstituicdo e metabolismo de
lipoproteinas (SHARMA; CHRISTI; CHAND, 2001). Nos vegetais, sdo encontradas em
tecidos de reserva de energia, atuam nos primeiros estagios de germinacao, iniciando a
metabolizacdo de triglicerideos estocados por meio de hidrdlise dos acidos graxos
(QUETTIER; EASTMOD, 2009). No entanto, a obtencdo dessa enzima por fontes
microbiana vem ganhando uma maior atencdo comercial, devido ao seu menor custo de
producéo, estabilidade, maior quantidade de produto gerado e alta especificidade com o
substrato. Em aplicagdes biotecnoldgicas e em sintese organica sdo amplamente
empregadas as espécies oriundas de fungos e bactérias por favorecerem um processo de
obtencdo de enzima em meio extracelular, facilitando a sua extracdo do meio
fermentativo (FERRAZ et al., 2018).

As lipases comerciais mais utilizadas em estudos envolvendo imobilizagéo sé&o
obtidas a partir de espécies bacterianas como os Bacillus, Pseudonomas e Burkholderia;
de leveduras como a Candida rugosa e Candida antarctica; e de espécies fungidas dos
género Rhizopus, Apergillus, Penicillium, Geotrichum, Mucor, Rhizomucor e
Thermomyces lanuginosus (FERRAZ et al., 2018). A empresa Novo Nordisk foi a
pioneira no desenvolvimento de lipases comerciais e em 1988, conseguiu produzir

lipases naturalmente por uma cepa do fungo de Humicola lanuginosus em quantidades
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baixas para comercializacdo. Na tentativa de aumentar o seu rendimento, 0 gene que
codifica essa lipase foi clonado e inserido no fungo Aspergillus oryzae. J& em 1994, a
empresa iniciou a comercializacdo da primeira lipase comercial, Lipolase®, que se
originou a partir do fungo Thermomyces lanuginosus (TLL) e foi também expressa em
Aspergillus oryzae (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; JAEGER; REETZ, 1998).

A TLL é constituida por uma Unica cadeia de 269 residuos de amino&cidos, massa
molecular de 31,7 kDa, ponto isoelétrico de 4,4, estavel na faixa de 20°C a 50°C e com
atividade maxima em pH 8,0 (FERNANDEZ — LAFUENTES, 2010).

Figura 10- Representacédo das conformacdes fechadas (em roxo)e aberta
(em laranja) da lipase Thermomyces lanuginosus.

Triade

Tampa catalitica

fechada

Fonte: KHAN et al., 2017.

Sua estrutura € aproximadamente esférica com 35 A x 45 A x 50 A. Seu sitio

146 _ Asp?® - HIS®®, protegido do meio

catalitico € composto pelos aminoacidos Ser
externo por uma tampa flexivel composta pelos aminoécidos 11e% - Glu®’- Asn®® —
Trp®- 11e* — GIy™ — Asn® — Leu®® (figura 10). A alta mobilidade da tampa em meio
aquoso implica que, mesmo na auséncia de uma verdadeira interface 6leo - 4gua,hd um
equilibrio sutil entre as duas conformac@es da enzima (DEREWENDA; SWENSON;
WEI, 1994).

Varios suportes sdo relatados na literatura como alternativa para a imobilizacédo de
enzimas nos mais diversos metodos. Ainda assim, a escolha do suporte para uma
determinada aplicacdo deve considerar a sua area superficial, permeabilidade,
insolubilidade, capacidade de regeneracdo, morfologia, natureza hidrofilica ou
hidrofobica, resisténcia mecanica, custo, entre outros (DALLA - VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Esses podem ser classificados em organicos (naturais e

sintéticos) e inorganicos (minerais e fabricados). Dentre os organicos sdo geralmente
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usados a celulose, agar, agarose, quitosana, quitina, poliestireno, poliacrilatos e
polivinilicos, enquanto que, dos suportes inorgénicos sdo usados vidro, ceramica,
aluminossilicatos e, principalmente a silica de porosidade controlada e 6xidos
inorganicos em geral (DE CASTRO et al., 2008).

Para ser efetivo na imobilizacdo o suporte deve propiciar a acessibilidade da
enzima ao substrato mantendo a sua atividade por um longo periodo e permitir que o
conjugado enzima/suporte seja recuperado sem perda de atividade no final do processo
(MATEO et al., 2007).

Nesse sentido, sdo reportados na literatura diversos trabalhos que utilizam os mais
diversificados tipos de suporte: magnéticos, poliméricos, quitosana , grafeno entre
outros (CIPOLATTI et al., 2014a; TAN; FENG; JI, 2012; PURI; BARROW; TANG;
QIAN; SHI, 2007; PURI; BARROW; VERMA, 2013) na imobilizacdo de lipases para
serem aplicados como catalisadores em sintese de ésteres. Utilizando a expressdo
“lipase immobilization” na base de dados Science Direct, foi observado que o nimero
de publicacgdes relacionadas a imobilizacdo de lipases durante os ultimos 15 anos vem
crescendo de forma linear. Em 2004 foram reportados aproximadamente 320
publicacbes, enquanto que em 2018 foram publicados 956 artigos e em 2019, mais de
1000 trabalhos j& foram descritos na literatura, demonstrando o esforco cientifico em
melhorar a eficiéncia dos processos industriais relacionados a aplicacdo desse tipo de
enzima, com a criacdo e modificacdo de metodologias para aumentar a eficiéncia e ao
mesmo tempo, baratear 0s processos.

Li et al. (2016) sintetizaram dois polimeros a base de resina usando acrilato de
etileno glicol maleico (EGMRA) como agente reticulante para imobilizar lipase do
pancreas suino, retendo 98% da atividade inicial da enzima durante 10 ciclos de
reutilizacdo; Gao et al. (2018) utilizaram TiO, mesoporoso funcionalizado com
fenilaminopropiltrimetoxissilano (Ph - TiO;) para imobilizar a lipase Burkholderia
ambifaria, mantendo 80 % da atividade ap6s 10 ciclos; Quintana et al. (2015)
imobilizaram lipase Rhizopus oryzae em octadecil para catalisar reacGes de ésteres
guenodeoxicélico, mantendo 90% da sua atividade durante 3 ciclos.

Lipase Geotrichum candidum foi imobilizada em zeolitas (MALDONADO et al.,
2015) e agarose (FERREIRA et al., 2018), mantendo 66 % e 22,8 % respectivamente,
da sua atividade catalitica; Rueda et al. (2016) imobilizaram as lipases Candida
antarctica, Thermomyces lanuginosus e Rhizomucor miehei em glioxil — octil — agarose.

Todos os processos de imobilizagdo recuperaram aproximadamente 90 % da atividade
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inicial da enzima na presenca de acetonitrila; Jiang et al. (2019) desenvolveram
nanoparticulas mesoporosas de silica de formato esférico funcionalizadas com
nanotubos de carbono para imobilizar a lipase Céandida antarctica via metodo de
ligacdo covalente mantendo 75, 7 % ap0s 9 ciclos de reacdo; a lipase Thermomyces
lanuginosus foi imobilizada por ligacdes covalentes em copolimeros de estireno de
divilbenzeno ativo por poliglutaraldeido para catalisar a metandlise de 6leo de canola
para producdo de biodiesel (DIZGE; KESKINLER; TANRISEVEN, 2009), em
materiais mesoporosos de silica com recuperacao de 21, 2 % da sua atividade inicial
(ZHOU et al., 2015), e em mateérias de carbono porosos por adsor¢édo fisica, mantendo
100% da sua atividade inicial por 5 ciclos (REICHARDT et al., 2018).

Contudo, uma das lipases mais estudada é a Candida rugosa. Patel et al. (2015)
empregaram oxido de grafeno como suporte para imobilizacdo da lipase Candida
rugosa na sintese do éster caprilato de etila, mantendo 50% da sua atividade ap6s 30
ciclos de reutilizagdo; Zhang et al. (2015) prepararam microesferas de poli (acetato de
vinila — acrilamida) modificadas com grupos epoxi, mantendo 47, 5 % da sua atividade
catalitica; e Bi et al. (2016) sintetizaram oleato de oleila através de uma reacdo de
esterificacdo em resina macroporosa reticulada com dextrano. Em condi¢des 6timas de
reacdo, obtiveram 86,7 % de conversdo apds 8 ciclos.

A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas (NPM) como suportes para a
imobilizacdo de enzimas, geralmente é possivel mediante uma modificacdo quimica ou
fisica de sua estrutura, etapa conhecida como funcionalizacio da NPM. Esta
modificacdo pode ser feita inserindo grupos funcionais em sua superficie como aminas,
hidroxilas e carboxilas, aumentando a afinidade das nanoparticulas com as enzimas. As
moléculas mais utilizadas para a funcionalizacdo das NPM sdo os carboxilatos (como
acido citrico, citrato de sadio e acido oléico), os polimeros sintéticos (como PEG, PVA,
PEO e triton X-100) e os polissacarideos naturais (como dextrano e quitosana) (LIN et
al., 2008). Com a funcionalizagdo, as atividades enziméticas e as estabilidades sdo
significativamente melhoradas, permitindo maior resisténcia destas em contato com o
ar, estabilidade ao pH, estabilidade coloidal e a ligagdo com agentes externos (GUO,
2004; HOLA et al., 2015).

Do mesmo modo, dentre as modificacbes de superficie que podem ocorrer, a
adicdo de grupos funcionais especificos podem ser pré requisitos para determinar o
suporte adequado para a imobilizacdo de uma enzima em uma superficie solida (WU et

al., 2012). Um dos grupos mais utilizados na realizacdo de ligagdes covalentes entre a
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enzima e o suporte séo os agentes silanos, a qual ocorre por meio da reagédo entre grupos
reativos do tipo alcoxi (metoxi, etoxi) presentes em alcoxissilanos mono, bi ou
trifuncionais tais como: 3- aminopropiltrimetoxisilano, epicloridrina, glutaraldeido,
formaldeido, 1-etil- 3- -[3-dimetilaminopropil] carbodiimida, etilenodiamina,
carbonildiimidazol e outros (MENDES et al., 2011).

Robinson; Dunnill; Lilly (1973) foram os primeiros a utilizarem a separacao
magnética em biotecnologia, usaram silica e celulose com o6xido de ferro (magnetita)
COmo suporte para imobilizar oo — quimiotripsina e  — galactosidade para aplicacdo em
biorreatores. A partir desse estudo, a separa¢do magneética se tornou uma estratégia de
separagdo interessante em processos biotecnoldgicos e como matriz para imobiliza¢éo
de enzimas (ATACAN; OZACAR, 2015).

Vaérios trabalhos descrevem a imobilizacdo de lipases em suportes magnéticos,
envolvendo a combinacao de diferentes tipos de suportes e protocolos de imobilizacéo,

sendo que as mais relevantes sdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2- Exemplos de publicacdes aplicando nanoparticulas magnéticas para a

imobilizacéo de lipases.

. Método de Atividade Ciclos de .
Fonte de lipase Suporte . N S Referéncias
imobilizagdo  recuperada  reutilizacdes
. Ligacédo
Thermgmyces NPM@aquitosana covalente 70% 10 Wang et al.,
lanuginosus 2015
NPM@poliaziridina Ligacao :
Thermpmyces @aglutaraldeido covalente 80% 12 Khoobi et
lanuginosus al., 2015
. Ligacéo .
Céandida rugosa NPM@quitosana covalente 94% 5 Sikoraetal,
2016
NPM@APTES@ Ligacéo Hajar;
Céandida rugosa glutaraldeido covalente 87% 8 Vahabzadeh,
2016
. Ligagdo
Céandida rugosa NPM@Si02 covalente 85% 10 Gagoelt7al.,
Burkholderia . Ligacao
cepacia NPM@dendrimero covalente 100% 8 Lletal.,
2018
Candida NPM@APTES Ligacéo Miao et al
antarctica lutaraldeido covalente 70% 5 2018 "
Candida NPM@aquitosana Ligacdo 85% 2 Hosseini et
antarctica covalente al., 2019
Rhizopus NPM@amido Ligacdo 54% 6 Yang et al.,
dialdeido covalente 2019

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Um dos primeiros trabalhos relatando o uso de NPM para a imobilizacdo de
lipases foi descrito por Reetz et al. (1998), onde a lipase simultaneamente com as NPM
foram encapsuladas em um material hidrofébico derivado do trimetilmetoxisilano
através de um processo sol-gel. Atualmente, Li et al. (2018) usaram nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas com dendrimeros de melamina para imobilizar a lipase
Burkholderia cepacia e catalisar a reacdo quiral entre 1 feniletanol e acetato de vinila. O
processo resultou na presenca de varias espécies enantioméricas, entretanto, manteve a
atividade inicial da enzima em 100% por 8 ciclos de reacdo; Miao et al. (2018)
funcionalizaram com APTES (3- aminopropiltrietoxisilano) nanoparticulas magnéticas
usando glutaraldeido como brago espassador para imobilizar covalentemente a lipase,
esse material foi usado para catalisar a reacdo de éster metilico, mantendo 70 % da sua
atividade por 5 ciclos de reacdo; e Hosseini et al. (2019) sintetizaram nanoparticulas
magnéticas reticuladas por quitosana para imobilizar a lipase Candida antarctica com
glutaraldeido, mantendo 85 % da sua atividade inicial durante os dois primeiros ciclos
de reacdo, a partir do terceiro foi observado uma perda de 15 a 25 % na atividade do
biocatalisador.

De uma forma geral, a comparacdo das metodologias abordadas nos trabalhos
descritos ndo nos fornece uma melhor ou pior técnica, dados os diferentes tipos de
lipases utilizadas, bem como suas respectivas aplicacfes. Porém, os estudos que
descrevem a imobilizacdo através de ligagdes covalentes sdo 0s mais representativos,
apresentando alguns dos melhores resultados em relacdo a estabilidade e atividade
recuperada dos derivados enzimaticos, quando comparado com outras metodologias
(HENRIQUES,2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

De forma geral, as investigacdes ocorreram em trés etapas—A primeira etapa foi
realizada a sintese e caracterizacdo, por diferentes técnicas, das nanoparticulas
magnéticas candidatas a suporte para imobilizacdo da TLL; na segunda etapa foram
avaliados métodos de imobilizacdo e estabilidade da TLL na superficie das
nanoparticulas sintetizadas. Por fim, na terceira etapa 0 conjugado enzima -
nanoparticula foi avaliado quanto a manutencédo da atividade enzimatica e a estabilidade
em sucessivos processos de separacao e reuso.

4.1 Materiais

Os reagentes utilizados durante a sintese e caracterizagdo das amostras
apresentaram pureza analitica e ndo houve tratamento prévio de purificagdo. Os
materiais utilizados foram: sulfato de ferro (I11) Heptahidratado (99%, Sigma Aldrich),
cloreto de ferro (I11) anidro (99%, Vetec), hidroxido de sédio (99%, Sigma Aldrich).
Foram utilizados como solvente agua deionizada, a partir de um sistema de purificacdo
de &gua MILLI-Q (resistividade de 18,2 M Q cm, Millipore, Bedford, EUA). Para a
imobilizacdo foi utilizada a lipase TLL (Sigma Aldrich). Outros reagentes utilizados
foram: acetona p.a (Merck); Albumina sérica bovina (BSA), (Sigma Aldrich), etanol
comercial, Coomassie Blue G-250 (Bio-Rad), goma arabica em po pura (85%, VETEC),
azeite de oliva comercial. Nas sinteses foi utilizado o gas nitrogénio (N) (99%, White
Martins).

4.2 Sintese das Nanoparticulas Magnéticas

As NPM foram obtidas de acordo com o método de coprecipitacdo desenvolvido
por (PARK et al., 2011), com algumas modificacOes. Preparou-se uma solugdo de
FeSO,.7 H,O(s) em que 3,4808g do reagente foram dissolvidos em 51 mL de agua
deionizada. Uma segunda solucdo foi preparada, em que 4,0735g de FeCl; (s) foram
dissolvidos também em 51 mL de agua deionizada. Em um bal&o de trés vias, de fundo
redondo (250 mL), essas solucBes foram vertidas e colocadas sob agitacdo de 1,5.10
rpm em atmosfera de nitrogénio. Posteriormente, foi preparada uma solucdo de 20 mL
de NaOH 10 mol.L™, essa foi gotejada no baldo de sintese a partir de uma bomba
peristaltica para obter um controle de fluxo de 4 a 6 gotas por minuto. Apos a conclusao

da sintese, o produto foi transferido para um béquer e submetido a acdo de um campo
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magnético para ser recuperada. O material foi lavado até pH neutro ser obtido e secado

em estufa & 60°C, sob vacuo, por 24h.

4.3 Imobilizacdo da TLL nas Nanoparticulas Magnéticas

Inicialmente, 300 mg das nanoparticulas foram incubadas em etanol 95 % para
retirar possiveis impurezas da superficie e mantido sobre condicfes estaticas por 24 h.
Ap0s esse periodo, as nanoparticulas foram lavadas com &gua deionizada e recuperadas
com um imad. Com as nanoparticulas ainda umidas foram adicionados 10 mg da TLL
(571 pL da solucdo comercial de TLL 17,5 mg.mL™) e 18,43 mL de tampéo acetato pH
4,0, 5 mM por 24h sob agitacdo de 200 rpm a 25 °C em um shaker. O mesmo
procedimento foi realizado em tampé&o acetato pH 4,6, 5 mM e em tampéo fosfato pH
8,0, 5 mM.

4.4 Atividade Hidrolitica da TLL imobilizada nas NPM

A atividade hidrolitica foi determinada pelo método de hidrolise da emulsdo de
azeite de oliva, conforme metodologia adaptada de (SOARES et al., 1999). O substrato
foi preparado pela emulsao de 30 g de azeite de oliva e 90 g de solucdo de goma arabica
a 3% (m/m). Em um erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 5 g de substrato, 5 g de
solucdo tampdo fosfato de sddio pH 8,0 (100 mM) e adicionados 20 pL da amostra a ser
analisada. Os frascos foram incubados a 37 °C por 5 min, em banho termostatizado com
agitacdo de 200 rpm. Apos o periodo de incubacdo, a reacdo foi interrompida pela
adicdo de 10 mL de uma solucdo de etanol/acetona (1:1). Os &cidos graxos liberados
foram titulados com solucdo de NaOH e utilizando fenolftaleina como indicador (3
gotas). O célculo da atividade hidrolitica foi realizado de acordo com a equacao (4).

Em paralelo, foram realizadas duas reacfes controle empregando azeite de oliva
emulsificado sem a adicdo de enzimas. A atividade hidrolitica foi expressa em
mmol.mL ™ .min™.

V. -Vv,).M.10°

U (mmol.mL ™ .min?) = =y (equacdo 4)

enz

Em que: M € a concentracdo molar da solugcdo de NaOH (mol/L); Ven, € 0 volume de
enzima soltvel (mL); t é o tempo de reacdo (min); Va é o volume de NaOH gasto na

titulagdo da amostra (mL) e Vb é o volume do NaOH gasto na titula¢cdo do controle
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(mL).

4.5 Determinagao do teor de enzima imobilizada

A partir do método de Bradford (1976) foi pesada a massa de 10 mg do corante
azul brilhante “Commassie Brilliant Blue G-250” e dissolvido em 5 mL de metanol e
posteriormente, 10 mL de &cido fosférico (85% P.A) foram adicionados. Transferiu-se a
solucdo para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-se o volume com agua
deionizada. Em seguida, procedeu-se uma filtracdo simples da solugéo e esta foi
armazenada em um frasco ambar revestido com papel aluminio e armazenada na
geladeira a 4°C

A concentracdo de proteina foi expressa a partir da constru¢do de uma curva
analitica de calibrag&o utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrdo, na faixa
de concentracdo entre 2 e 15 pg.mL™. Para isso, foram retiradas aliquotas de uma
solucéo estoque de BSA 0,100 mg.mL™, 2700 pL do corante Bradford e o restante do
volume foi preenchido com &gua deionizada até completar o volume de 3000 pL.

Ap0s o preparo das solucGes utilizadas na construcdo da curva de calibragéo, essas
foram analisadas em um espectrofotdometro de UV-Vis no comprimento de onda de 595
nm em triplicata.

Para as medidas espectrofotométricas das amostras provenientes do processo de
imobilizacdo, foram pipetados 30 puL de cada amostra, 270 pL de agua deionizada e
2700 pL do reagente de Bradford e incubado por 10 minutos. Apds, em uma cubeta de
vidro, foram realizadas as medidas de absorbancia em triplicata no comprimento de
onda de 595 nm. A partir da curva de calibracdo, foi determinada a concentracdo da
TLL no sobrenadante do processo de imobilizagdo, auxiliando na determinacgdo do teor
da enzima TLL na superficie da nanoparticula por diferenca.

As amostras de NPM@TLL também foram analisadas por espectroscopia de
fluorescéncia em temperatura ambiente através do espectrofluorimetro Cary Eclipse
(Varian), que possui como fonte de excitagdo uma lampada pulsada de Xendnio (80
Hz), com a largura a meia altura do pulso de aproximadamente 2 pus e poténcia de pico
equivalente a 75 KW. As amostras foram preparadas com 2 mL de 4gua deionizada e 50
uL do sobrenadante do material imobilizado. Em seguida, foram excitadas em 279 nm e

a fluorescéncia foi coletada entre 300 e 450 nm, com intensidade méaxima em 340 nm. A
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partir da curva de calibracdo, foi determinada a concentracdo da TLL no sobrenadante

do processo de imobilizagéo.

4.6 Estudo da dessorcéo das NPM@TLL nos diferentes pHs.

Esse teste decorreu ressuspendendo inicialmente as NPM em um tubo falcon de
15 mL, 200 pL do material imobilizado (NPM@TLL) nos pHs 4,0; 4,6; e 8,0 em 10 mL
de agua deionizada. Em seguida, essa suspensdo foi agitada por 5 minutos em uma
lavadora ultrassénica. Apds, colocou-se o tubo falcon sobre um imé& e separou-se o
sobrenadante do material imobilizado para posterior analise no espectrofotdmetro pelo
método de Bradford. Esse procedimento foi repetido 5 vezes por cada réplica e em
triplicata.

O mesmo procedimento foi conduzido para analise por espectroscopia de
fluorescéncia, ressuspendendo 20 mg de NPM@TLL em 2 mL de dgua deionizada nas

mesmas condicBes descritas no estudo 4.5.

4.7 Estudo da Interagdo entre a enzima TLL e as NPM e seus parametros

termodinamicos

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos a temperatura ambiente através do
espectrofluorimetro Cary Eclipse (Varian), que possui como fonte de excitacdo uma
lampada pulsada de Xendnio (80 Hz), com a largura a meia altura do pulso de
aproximadamente 2 ps e poténcia de pico equivalente a 75 KW, excitadas em 279 nm e
a fluorescéncia foi coletada entre 300 e 450 nm, com intensidade maxima em 340 nm.

Inicialmente foi preparo uma solugdo de NPM 2,0 mg.mL™ em tamp#o acetato pH
4,0, as nanoparticulas foram dispersas por 2 minutos em banho ultrassénico. Em
seguida, 2,0 mL de tampdo acetato pH 4,0 foram adicionados a cubeta de quartzo e
excitadas em 279 nm, com varredura de 300 a 450 nm. Logo, foi adicionado 20 pL da
solucdo de TLL (17,5 mg.mL™) na cubeta contendo 2 mL de tamp&o. Posteriormente,
foram realizadas adicbes seriadas de 5 pL da dispersdio de NPM 2 mg.mL™ até
completar o volume de 50 pL. A partir da equagéo de Stern—\Volmer foi determinado a
constante de associacdo e consequentemente, a energia livre de Gibbs padrdo da
interacdo TLL@NPM.
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Para determinar os demais parametros termodinamicos (AH® e AS°) 0 mesmo
experimento foi repetido em diferentes temperaturas, 298,15 K (25°C); 303,15 K (30°C)
e 308,15 K (35°C) e os valores obtidos foram aplicados a equagdo de Van’t Hoff.

4.8 Determinacdo da eficiéncia catalitica das NPM@TLL

As condi¢bes experimentais da sintese de éster utilizando 1 decanol e acido oléico
utilizadas nos testes cataliticos do biocatalisador (NPM@TLL) foram otimizadas por
Miguez et al. (2018), avaliando o efeito da temperatura (30 a 70°C), a concentracdo do
biocatalisador (21% m/v) e a razdo molar de acido:alcool (1:0,5 a 1:1,5) na porcentagem
de conversdo em éster. Cada ciclo de reacdo entre o 1 Decanol e o acido oléico teve
duracdo de 180 min em sistema isento de solvente organico, a 30°C, agitacdo de 150
rpm, razdo molar estequiométrica de &cido:alcool e concentracdo de biocatalisador de
21% m/V.

Dessa forma, em um frasco de 30 mL foram adicionados 2 mL da solucao
contendo decanol e &cido oléico 1:1 e 0,42 g do biocatalisador (NPM@TLL). No final
de cada ciclo, o biocatalisador heterogéneo foi separado do meio reacional com um ima
e lavado duas vezes com 3 mL de hexano gelado para remover moléculas do substrato
e/ou produtos retidos no biocatalisador e este, foi ressuspendido em um novo substrato.

A porcentagem de conversdo do éster foi determinada ao final de cada ciclo, a
partir do consumo de &cido oléico na reacdo, adicionando 200 uL do meio reacional, 2
gotas de uma solucdo de fenolftaleina em 10 mL de uma solugdo etanol/acetona na
proporcéo de 1:1 e titulado com uma solucdo de NaOH. Para determinacdo da taxa de

conversdo foi utilizada a equacgéo(5) abaixo:

NaoHnicial—=Vyqon final
VNaoH inicial

v
Taxa de conversao (%) = x 100 (equagdo 5)

4.9 Técnicas de Caracterizagdo

As metodologias usadas na caracterizagdo dos materiais sdo descritas nessa

subsecéo.
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4.9.1 Difracdo de Raios-X (DRX)

As NPM@TLL foram caracterizadas em um difratdmetro da RIGAKU, modelo
ULTIMA 1V. Durante os experimentos foi empregado a radiagdo CuKa (tubo selado)
usando oOtica instrumental de feixe paralelo, com comprimento de onda (\) igual a
0,15406 nm, voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA. As medidas foram realizadas na
forma de p6 em modo continuo com velocidade de 0,5° por min, em um intervalo 26 de
20°e 70°, gravando-se a contagem a cada 0,02° por min. Os difratogramas foram
comparados com o difratograma padrdo da magnetita disponivel no Cambridge
Crystalographic Database (CSD).

4.9.2 Potencial Zeta (¢)

O potencial zeta foi determinado no equipamento Zetasizer Nano ZS, Malvern. As
analises foram realizadas com base na diluicdo de uma suspensédo de nanoparticulas que
se apresentava na concentragdo de 2,5 mg.mL™ para uma concentracdo de 0,07 mg.mL"
! Todas as amostras foram preparadas em &gua deionizada com prévia modificacdo de
seu pH utilizando um pHmetro digital (modelo mPA-210), com eletrodo de pH blindado
semi-sélido e liquidos da Sensoglass®, Modelo SC06 N/S: 00829-15. A mudanca de pH
da agua foi realizada a partir de solucdes de NaOH e HCI nas concentragdes de 0,1 e
0,01 mol.L™. As amostras foram tituladas no intervalo de pH de 3 a 12 com um
intervalo de pH de 1,0. Para andlise, o potencial zeta foi configurado tendo como
dispersante a agua com viscosidade de 0,8872 cP, indice de refracdo de 1,330,
condutividade elétrica de 78,5 e temperatura de 25°C.

4.9.3 Espalhamento dindmico de Luz (DLS)

Os ensaios de distribuicdo de tamanho por espalhamento dindmico de luz (DLS)
foram realizados no instrumento Malvern Zetasizer Nano ZS. Amostras foram
preparadas a partir da dispersédo de 6 mg de NPM em 2 mL de etileno glicol, a mistura
permaneceu por 30 minutos em banho ultrassonico, e por fim, a disperséo foi filtrada
em filtro de 0,11 mm (MillexLCR 25 mm, Millipore). Foram preparadas duas amostras
e para cada uma, o equipamento realizou 3 medidas de tamanho hidrodindmico (Dy). O

mesmo procedimento foi realizado para as amostras NPM@TLL.
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4.9.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

As amostras NPM e NPM@TLL foram dispersas em alcool isopropilico na
concentracdo de 1 mg.mL™ em rede de grafite e examinadas em um microscépio
eletronico de transmissdo da FEI — Tecnai G20 com filamento LaB6 operando a 200 kV
e spot tamanho 3. As medidas foram realizadas na Central Analitica da Universidade de
Séo Paulo (USP).

4.9.5 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

Para a analise no AFM foram preparadas dispersdo de NPM e NPM@TLL na
concentracdo de 1 mg.mL™ em &lcool isopropilico, em seguida, foram colocadas no
ultrassom por 30 min. Apdés, 10 uL de cada amostra foram depositadas em uma placa de
vidro de 1 x 1 mm e levadas a estufa a 40°C por 24 h para evaporagdo do solvente.

O microscopio de forca atdmica empregado no estudo foi o NX10 da Park
Systems, pertencente ao laboratério de Microscopia de Forga Atdmica (LabAFM) —
UNIFAL-MG. O modo de varredura foi o ndo contato, as imagens foram obtidas para
areas de varreduras de 3,5 x 3,5 pm? e o tratamento das imagens foram feitas a partir

dos software XEI e Gwyddion, todos de acesso livre.

4.9.6 Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Foi empregado um espectrofotometro da marca Thermo Scientific Nicolet,
modelo IS 50 FT-IR, com acessorio de refletancia total atenuada horizontal empregando
um cristal de seleneto de zinco (ZnSe). O espectro da NPM foi obtido sem nenhum
preparo prévio no intervalo de 4000 a 500 cm™ com resolugéo espectral de 4cm™ e 32

varreduras.

4.9.7 Andlise Termogravimétrica

Os ensaios foram executados no intervalo de temperatura de 25°C a 1000°C,
raz&o de aquecimento de 10°C min™, sob fluxo de ar sintético, vaz&o de 100 mL min™,
em cadinho de alumina, com massa de amostra entre 10 e 20 mg, empregando uma
termobalanga. O equipamento utilizado foi o TG-DTA-SDT, modelo Q600 (TA
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Instruments). As medidas foram realizadas no Laboratério Interdisciplinar de Quimica —
LablQ, localizado na Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG.

4.9.8 Mapeamento computacional do Potencial eletrostatico da TLL

Analisando o Protein Data Bank (PDB) constatou-se que a lipase do organismo
Thermomyces lanuginosus possui estrutura tridimensional resolvida tanto na sua
conformagdao ‘“fechada” (PDB: 1DT3) quanto na sua conformagdo “aberta”
(PDB:1EIN). Ambas estdo registradas sob o codigo UniProKB 059952 através do
dominio (https://www.uniprot.org/uniprot/059952).

Diante disto, 0 mapeamento da superficie eletrostatica da lipase foi realizado
utilizando a estrutura 1EIN na interface Maestro 11.2. Inicialmente, essa estrutura foi
reduzida a monbmero desconsiderando as moléculas de H,O que estavam co-
cristalizadas junto a estrutura. Posteriormente, ocorreu um pré-processamento, onde:
adicionou-se hidrogénios aos &tomos que ndo 0s possuiam; preencheram-se as correntes
laterais; completaram-se os loops perdidos e adicionaram-se grupos N-acetil e N-
metilamida aos terminais N e C destapados.

Por fim, gerou-se a superficie eletrostatica da enzima com os provaveis estados de
ionizacdo e tautoméricos em cada faixa de pH analisada.


https://www.uniprot.org/uniprot/O59952
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Essa secdo foi dividida em trés momentos com a intencdo de organizar a descri¢cao
da caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas, da lipase TLL e por fim, descrever os
resultados da unido entre esses materiais, discutindo a obtengdo por adsorcéo fisica de
um novo biocatalisador

5.1 Caracterizagdo das nanoparticulas magneticas

Nanoparticulas magnéticas provenientes de Oxidos de ferro foram sintetizadas
através do método de coprecipitacdo dos fons Fe®* e Fe** em meio aquoso por adicéo de
uma base que, por sua vez, se mostrou um processo simples em relacdo a outras
metodologias relatadas na literatura.

Esse método possibilita a realizacdo da sintese de NPM em condic¢Bes ambientes
ou com baixa elevacdo na temperatura produzindo particulas pequenas, de alta pureza,
com forma definida e com pequenas variacbes de tamanho. O ajuste do tamanho e
forma das nanoparticulas depende do estabelecimento das condi¢des de controle, tais
como: concentracdo dos ions, relacdo estequiométrica; pH da solugdo, tempo de sintese,
concentracdo do agente redutor; velocidade de agitacdo, temperatura entre outras (KIM;
KIM; LEE, 2003). E em especial na preparacao da sintese de NPM, o indice de umidade
relativa do ar € um parametro que deve ser considerado, visto que, se o indice superar 0s
60%, a formacdo do Oxido de ferro Fe3O, comeca a ser comprometida devido a
saturacdo do ambiente reacional por moléculas de oxigénio atmosférico colaborar para a
formacdo de outras espécies de Oxidos de ferro que possuem uma menor
susceptibilidade magnética quando comparados com a espécie FezO,, impedindo a
separacdo do precipitado formado por magnetizacao externa (BRAVO, 2017).

Além disso, a dificuldade enfrentada na sintese de NPM em obter materiais
monodispersos consiste em dois processos que ocorrem durante a sintese de maneira
simultdnea, porém que, precisam ser levados em consideracdo para alcancar tamanhos
mais homogéneos. O primeiro deles € a nucleacdo, que consiste na formacéao de clusters
atébmicos de forma homogénea e o fenbmeno de crescimento, que remete a agregacao
dos nucleos atdmicos para formacdo das nanoparticulas. Uma dispersdo reduzida é
obtida quando a nucleagéo ocorre rapidamente em um curto periodo de tempo seguido
de uma etapa de crescimento lenta sem que ocorra nucleacdo significativa (SOUZA,
2011). Dessa forma, o modo como o agente redutor (base) é adicionado a solugéo
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contendo os fons Fe*? e Fe* é primordial na tentativa de se obter nanoparticulas mais
homogéneas

Assim, nas micrografias de TEM ¢é possivel identificar NPM com baixa
polidispersidade e morfologia proxima a uma esfera em diferentes escalas (figuras a, b e
c). J& o tamanho das particulas foi obtido a partir de um histograma de distribuicdo de
tamanho medindo-se o didmetro de nanoparticulas contidas nas imagens de TEM,
utilizando o software ImageJ.

Considerando que as nanoparticulas possuem um formato esférico, o histograma
foi obtido a partir da contagem de 240 nanoparticulas, fornecendo um didmetro medio
na ordem de 8,3 nm + 2,7 (Figura 11d). Entretanto, é observado que uma parcela
consideravel das nanoparticulas contabilizadas, aproximadamente 40%, possuem
tamanhos entre 6 e 7 nm.

Figura 11-Caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas por TEM. Em (a), (b) e

(c) micrografias das NPM em diferentes escalas; em (d) histograma de
distribuicdo apresentando o tamanho médio das NPM.
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Pela caracterizacdo por difratometria de raios-X foi observado na figura 12 as
correspondentes difracBes caracteristicas dos planos da fase cristalina da magnetita
(Fe30O4), onde os planos (220), (311), (400), (422), (511) e (440) pertencem a estrutura
espinélio invertido, e os valores de 20 encontrados foram: 30,2°; 35,6°; 43,2°; 53,65°,
57,1° e 62,8°, respectivamente. Portanto, os valores encontrados para as NPM estéo de
acordo com as difracdes estabelecidas como padrdo para a magnetita pela International
Center for Diffraction Data (ICDD).

Figura 12- Difratograma da sintese das nanoparticulas magnéeticas e

seu respectivo padréo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O potencial zeta das nanoparticulas também foi medido com a finalidade de
determinar a mudanca da carga de superficie do material em funcdo da variagdo do pH
(figura 13a). Em valores de pH menores que 4,7 as NPM apresentaram cargas positivas,
0 que pode ser atribuido a presenca de fons H" provenientes do acido cloridrico presente
no meio que adsorve na superficie das nanoparticulas. Apds esse valor, é observado o
ponto isoelétrico da NPM em pH 4,75 e em valores de pH maiores, as NPM se
encontram com carga negativa.

Segundo Erdemoglu; Sarikaya (2006), o ponto isoelétrico de nanoparticulas
magnéticas se encontra em pH proximo a 5. O valor experimental verificado para o
ponto isoelétrico em 4,75 € um pouco menor do que o relatado na literatura,
constituindo evidéncia que a superficie da NPM estd mais negativa em funcdo da

presenca de grupos hidroxilas residuais resultantes do processo de sintese.
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Essa superficie mais negativa requer um aumento da concentragio de H*, ou um
abaixamento no pH para que ocorra a neutralizagdo da superficie, ocasionando uma
pequena variagcdo no ponto isoelétrico do material. As espécies formadas na superficie
das nanoparticulas quando reagem com &cidos e bases sio FeOH, FeOH," e FeO’,
conforme as equacdes (6) e (7). Em solucdo, essas alteracbes fazem com que as
superficies do 6xido de ferro (Fe304) formem OH," e O", modificando assim a carga de
superficie das particulas (CARLSON, 2010).

FeOH aq) + H'(ag—> FeOH2 ) (equagio 6)

Figura 13— Caracterizacdo das nanoparticulas magnéticas por diferentes
técnicas. Em (a) curva de potencial zeta das NPM em func¢éo do
pH; (b) espectro da regido do infravermelho da NPM sintetizada.
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E por fim, a caracterizagdo do material por espectroscopia no infravermelho foi
realizada para determinar os tipos de ligacGes presentes nas nanoparticulas. O espectro
na regido do infravermelho na figura 13b apresenta as bandas caracteristicas da ligagcdo
Fe-O referentes a especie Fe,Oy. A absorgcdo abaixo de 700 cm® é atribuida a
deformacdes das ligacdes Fe-O dos sitios octaédricos e tetraédricos do 0xido de ferro na
forma de magnetita (MARQUEZ et al., 2011). A banda larga na regido de 3200 cm™ a
3600 cm™e em 1639cm™sdo devido a vibragdes de estiramento O-H associado a
presenca de agua e grupos hidroxilas proveniente da etapa de sintese (RACUCIU;
CREANGA; AIRINEI, 2006).

5.2 Caracterizagéo da Lipase Thermomyces lanuginosus (TLL)

As cargas de superficie da TLL foram determinadas a partir das curvas de
potencial zeta em funcéo do pH apresentada na figura 14.

E possivel observar que inicialmente a solucdo de TLL comercial (—=—)
apresenta carga positiva até atingir pH proximo de 4,3 devido a protonacdo de seus
aminoacidos, em pH 4,4 é observado o ponto isoelétrico da TLL e apds esse valor, com
0 aumento do pH, os aminoacidos da enzima presentes na superficie sdo desprotonados
ocasionando o aparecimento de uma superficie predominantemente de carga negativa
nos demais valores de pH.

As medidas de potencial zeta obtidas em funcdo da variagdo do pH recuperaram a
informac&o sobre o ponto isoelétrico da TLL descritas na literatura por outras técnicas
como microcalorimetria (Jha et al., 1999), métodos cromatograficos (Borkar et al.,
2009), entre outras.

Entretanto, para garantir a confiabilidade desse resultado, foi realizada uma
purificacdo da solucdo de TLL comercial e posterior analise do seu potencial zeta (

—®=). O fabricante discrimina a existéncia de propilenoglicol, cloreto de calcio, entre
outras substancias como agentes estabilizantes da enzima em solugdo. Assim, a solugéo
comercial de TLL foi precipitada com acetona, centrifugada e separada do
sobrenadante. Em seguida, a atividade hidrolitica da enzima purificada foi determinada
e foi verificado que a atividade se manteve dentro do erro experimental, mostrando que,

0 processo de purificacdo ndo afetou significativamente a conformacao da enzima.
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Figura 14- Curva de potencial zeta da lipase Thermomyces lanuginosus em
funcéo do pH.
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Dessa forma, foi verificado que os pontos isoelétricos da enzima purificada e da
enzima em solugdo comercial diferem minimamente entre si, indicando que a presenca
de outras substancias na solucdo comercial de TLL n&o influencia na carga de superficie
da enzima.

Contudo, conhecer o potencial zeta das espécies, ndo garante que as mudancas de
carga na superficie favorecam o processo de imobilizacdo, devido que os valores
obtidos pelo potencial zeta remetem a carga superficial global da espécie, ndo definindo
assim, a natureza individual de carga. Dessa forma, a juncdo do estudo experimental e
tedrico permite propor explicacbes a respeito do comportamento da enzima na
superficie da nanoparticula.

Assim, para se obter informacGes sobre os possiveis locais onde a TLL pode se
ligar a superficie da NPM, calculamos o potencial eletrostatico computacional da TLL
em diferentes pHs. Foi analisada a superficie da enzima TLL em pH 4,0 e pH 8,0

Como o processo de adsorcdo deve ocorrer de modo a preservar a estrutura
conformacional, e consequentemente, o sitio catalitico da enzima, o estudo tedrico das
propriedades relacionadas a acessibilidade e contribuicdo energética para o potencial
eletrostatico da TLL foram filtrados para as regides opostas ao sitio catalitico. Para isso,
foi alterada a posicdo da enzima, de modo a evidenciar o sitio catalitico na parte

superior e selecionar os residuos da parte inferior.
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Em pH 4,0, dos 269 residuos da TLL, 172 foram caracterizados como superficiais.
Dentre esses, 91 possuem regides positivas, 92 negativas e 61 hidrofébicas. De modo
geral, contabilizando todos os grupos funcionais dos aminoacidos que estdo presentes
na superficie da lipase, definimos os diferentes potenciais eletrostaticos dessas espécies
(figura 15) os representando em regides positivas, negativas e hidrofobicas. A area
superficial da regido positiva correspondeu a 165,9 nm?, enquanto a negativa, 148,3 nm?
e a regido hidrofébica a 65,1 nm?, indicando a prevaléncia de regides positivas.

De forma a inferir sobre os possiveis grupos de aminoacidos que podem interagir
com a superficie das nanoparticulas preservando o sitio catalitico da enzima, foi
verificado a porcentagem de acessibilidade dos residuos que compdem as regides
opostas ao sitio catalitico. Os resultados foram filtrados na figura 16a, para aqueles

aminoacidos que possuiam uma area superficial acessivel ao solvente maior que 50 %.

Figura 15- potencial eletrostatico da TLL em pH 4,0. Em (a) lado frontal ao
sitio catalitico; em (b) lado oposto ao sitio catalitico. As manchas
azuis representam as regides positivas, as vermelhas, as regides

negativas e as manchas em verde representam as regides

hidrofébicas.

(a) (b)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16-  potencial eletrostatico da TLL em pH 4,0. Em (a) acessibilidade
dos residuos localizados na TLL; em (b) contribuicdo energética
de cada aminoacido em com acessibilidade maior que 50% para o
potencial eletrostatico da enzima. Azul para regido positiva,

vermelho para negativa e verde para hidrofobica.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Além da acessibilidade dos aminoacidos para o solvente, foi avaliada a
contribuicdo energética em Kcal.mol™ de cada residuo de aminoécido para o potencial
eletrostatico da enzima (figura 16b). Nesse caso, foram selecionados residuos opostos
ao sitio ativo que possuem acessibilidade maior que 50%.

Observa-se uma significativa contribuigdo (> 20) de energia dos residuos SER 3,
ASN 101, ASP 165 e SER 105 nas regifes positivas; enquanto que nas regioes
negativas, os residuos ASP 5 e ASP 122 se destacam e na regido hidrofobica, destaca-se
a VAL 187.

Ja em pH 8,0, dos 269 residuos da TLL, 173 foram caracterizados como
superficiais. Dentre esses, 79 possuem regibes positivas, 101 negativas e 60
hidrofobicas, conforme é mostrado na figura 17. A éarea superficial da regido positiva
corresponde a 128,7 nm?, enquanto a negativa, 168,9 nm? e a regido hidrofébica a 57,2
nm?, indicando a prevaléncia de regides negativas.
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Figura 17- Potencial eletrostatico da TLL em pH 8,0. Em (a) lado frontal ao
sitio catalitico; em (b) lado oposto ao sitio catalitico. As manchas
azuis representam as regides positivas, as vermelhas, as regides
negativas e as manchas em verde representam as regides

hidrofébicas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A porcentagem de acessibilidade dos aminoacidos que estdo presentes no lado
oposto ao sitio catalitico da enzima foram filtrados na figura 18a, considerando 0s
aminoacidos que possuiam uma area superficial acessivel ao solvente maior que 50 %.

Observa-se a presenga de 4 picos (>70%) relacionados a regifes positivas
(GLY163, GLY161, GLY240, GLY106) e de 3 picos relacionados as regides negativas
(GLY31, GLY163 e GLY161). Através do grafico também € possivel indicar a
predominancia de grupamento amino com carga positiva (forma catibnica) ou o
grupamento acido carboxilico com carga negativa (forma anidnica) na glicina. Os
mapas de potencial eletrostatico de glicinas ilustram a sua natureza dipolar que tem
origem na justaposicdo da fungdo carboxilato, rica em elétrons, com o grupo amino,
deficiente em elétrons.

Também foi avaliada a contribuicdo energética em Kcal.mol™ de cada residuo de
aminoacido em pH 8,0 para o potencial eletrostatico da enzima (figura 18b). Nesse caso,
selecionaram-se aqueles residuos opostos ao sitio ativo que possuem acessibilidade
maior que 50% a modo de averiguar suas contribuicdes para o sistema.
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Observa-se uma significativa contribuicdo (> 30) de energia dos residuos ASN

101, SER 105 e SER 3 nas regifes positivas; enquanto que nas regides negativas, 0S

residuos ASP 122, ASP 165, ASP 5 se destacam e na regido hidrofdbica, destaca-se a

VAL 187.

Figura 18—  Potencial eletrostatico da TLL em pH 8,0. Em (a) acessibilidade dos
residuos localizados na TLL; em (b) contribuicdo energética de cada
aminoacido com acessibilidade maior que 50% para o potencial
eletrostatico da enzima em pH 8,0. Azul para regido positiva,
vermelho para negativa e verde para hidrofdbica.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Caracterizagéo do Processo de Imobilizagdo das NPM@TLL

A metodologia de imobilizacdo por adsorcdo fisica foi estabelecida a partir da

comparagdo do potencial zeta obtido para a TLL e as NPM. A partir dessas

informacdes, foram escolhidos 3 diferentes pHs em que as espécies envolvidas no

processo de adsorcdo apresentassem uma maior diferenca de carga superficial (figura

19). Considerando que as forcas envolvidas no processo sdo de baixo grau energético e

de carater eletrostatico, a hipotese levantada é de que a diferenca de carga estabelecida

pela mudanga do pH, pode favorecer a imobilizagdo da enzima na superficie das

nanoparticulas.
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Dessa forma, foram estabelecidas trés regibes com potenciais distintos que
poderiam ocasionar interacGes diferentes entre os materiais. Essas regibes foram
determinadas em pH 4,0 (----), onde as NPM se encontram com carga superficial de +
320mVeaTLL + 25,0 mV; em pH 4,6 (----) em que as NPM possuem +19,0 mV e a
TLL — 2,0 mV; e por fim, em pH 8,0 (----) no qual as NPM apresentaram — 13,0 mV e a
TLL -8,0 mV .

Figura 19- Comparagdo do potencial zeta em funcdo do pH obtido para lipase

Thermomyces lanuginosus e as nanoparticulas magnéticas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apobs a realizacdo do processo de imobilizacdo, as nanoparticulas foram separadas
do sobrenadante e a atividade hidrolitica das NPM@TLL produzidas nos diferentes pHs
de controle, foram usados para avaliar a eficiéncia da adsor¢cdo da enzima na superficie
das NPM. Na tabela 3, sdo apresentados os valores de atividade do material imobilizado

e do seu sobrenadante nos diferentes pHs estudados, bem como da TLL na forma livre.
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Tabela 3- Atividade enzimatica das NPM@TLL produzidas em diferentes pHs.

Atividade
Amostra Média(n=5) Desvio Padréo Atividade
(mmol.mL™min™) (mmol.mL".min?)  Recuperada (%)
TLL pura 3815,18 76,18 100
NPM@TLL - pH 4,0 2292,44 348,00 62,3
S.NPM@TLL - pH 4,0 134,24 28,59
NPM@TLL - pH 4,6 1019,67 173,51 28,0
S.NPM@TLL - pH 4,6 169,07 52,70
NPM@TLL —pH 8,0 459,02 115,83 16,8
S. NPM@TLL - pH 8,0 1080,01 52,70

*S. NPM@TLL, remete ao sobrenadante do material imobilizado (atividade residual).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados revelaram que em todos os processos adsortivos estudados
ocorreram a imobilizacdo da TLL, entretanto, a imobilizacdo em pH 4,0 forneceu uma
maior recuperacao do valor de atividade hidrolitica, quando comparado com o valor de
atividade da enzima na sua forma livre. Também foi verificado que os sobrenadantes
das amostras em pH 4,0 e pH 4,6 apresentaram uma baixa porcentagem de atividade
hidrolitica, mostrando que uma pequena quantidade de enzima permaneceu no meio
reacional. Ja em pH 8,0 é observado a recuperacédo de 28,3 % da atividade hidrolitica no
sobrenadante, indicando a presenca de grande quantidade de enzima no meio reacional.

Para tentar explicar os comportamentos acima descritos, é necessario entender que
as interacdes que sdo estabelecidas em processos de adsorgdo ocorrem em toda a sua
superficie do suporte, por isso, sdo ditas ndo especificamente digiridas (VIDAL et al.,
2014). Essa consideracdo nos faz compreender a dificuldade de definir e controlar qual
regido da enzima estara interagindo com a superficie do suporte e quais sdo 0s grupos
residuais dos aminoacidos que formam a cadeia peptidica que regem essas ligagdes.

Uma tentativa de estabelecer um mecanismo que possibilite entender como a
imobilizacéo esta ocorrendo é retomar os dados obtidos por mapeamento computacional
do potencial eletrostatico da TLL,

O potencial eletrostatico computacional da TLL (se¢do 5.2) mostra a existéncia de
uma grande regido hidrofébica juntamente com algumas regides de carga positiva ao
redor do sitio catalitico da TLL (figura 15). Portanto, é razoavel esperar que isso
promova um aumento na repulsdo entre a enzima e as nanoparticulas, as NPM se
encontram com carga positiva em pH 4,0, o que favorece o processo de imobiliza¢do no

lado oposto da enzima.
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Os residuos de aminoacido que apresentam carga negativa com maior
acessibilidade para interacdo com o meio externo em pH 4,0 se encontram no lado
oposto ao sitio catalitico da TLL (figura 16a). S&o eles: Gly 161 (regido 25); Gly 31
(regido 27);Gly 191 (regido 35); Asp 5 (regido 37);Asp 122 (regido 28);Asn 101 (regido
25);Asn 33 (regido 27). No entanto, a Gly 59 (regido 29) € o Unico aminoacido que
possui alta acessibilidade a nanoparticula que se encontra préximo ao sitio catalitico,
contribuindo com uma interacdo que pode ocasionar modificacGes conformacionais da
enzima, levando a uma diminuicdo da sua atividade hidrolitica. Ainda assim, a hipotese
que o processo adsortivo nesse pH apresentou os melhores resultados devido ao Asp
122 e Asp 5 serem 0s maiores contribuintes energéticos para regides de potencial
eletrostatico negativo da enzima (figura 16b), destacando as regides 28 e 37 como 0s
principais pontos de interacdo entre a enzima e as nanoparticulas é suportado pelas
evidéncias experimentais, lembrando que o ponto isoelétrico do aspartato € 2,77,
conferindo uma carga negativa a essa espécie em pH 4,0 (NELSON; COX, 2009).

Em pH 4,6, o tamanho da area superficial das regides hidrofébicas, e das regies
positivas e negativas sdo diminuidas em relacdo ao observado em pH 4,0, devido a
aproximacéo do valor de pH com o ponto isoelétrico da enzima. As NPM permanecem
com carga positiva em torno de + 19,0 mV, enquanto que, a TLL se encontra com carga
superficial global de — 2,0 mV. Dessa forma, observa-se na figura 20 que o0s
aminoéacidos Asp 130 e Glu 129 (regido 25) e o Glu 210 (regido 42) estdo no lado
frontal ao sitio catalitico da enzima, apresentando uma acessibilidade para interacdo
inferior ao que foi estabelecido nas demais analises, entre 45,0% e 49,9%, porém, a
contribuicdo energética fornecida pelos calculos computacionais para o potencial
eletrostatico da enzima nessas regides foi significativo, superando a ordem dos 75

Kcal.mol™?,
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Figura 20- Potencial eletrostatico da TLL em pH 4,6. Em (a) lado frontal ao
sitio catalitico; em (b) lado oposto ao sitio catalitico. As manchas
azuis representam as regides positivas, as vermelhas, as regides
negativas e as manchas em verde representam as regides

hidrofébicas.

(a)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Paralelamente, no lado oposto ao sitio catalitico, o Asp 165 (regido 35), 0 Asp 122
(regido 29), o Glu 87 e Asp 57 (ambos na regido 30) possuem acessibilidade superior a
50%, sdo o0s maiores contribuintes energéticos e ndo possuem regides positivas
proximas que possam interferir nas suas contribui¢des para o potencial eletrostatico da
enzima. Essa condicdo ja ndo ocorre nas regides 39, 41 e 44, que também possuem
carga negativa com contribuicfo energética acima de 60 Kcal.mol™ e acessibilidade
consideravel, entretanto, que estdo proximas a regides positivas que podem influenciar
na interacdo da enzima com as NPM.

A regido 39 (negativa) se encontra préxima a regido 10 (positiva) que contém uma
grande quantidade de Arg com acessibilidade entre 35,0% e 50,0%, porém com altas
contribuicbes energéticas, impedindo a interacdo dessa regido com as NPM devido ao
processo de repulsdo de cargas. Ja as regides 41 e 44 (ambas negativas) estdo ao lado da
regido 20 (positiva), composta por varios aminoacidos com acessibilidade entre 35,0 %
e 50,0%, porém com grandes contribuicdes energéticas, que somadas, superam a

contribuicdo das regides negativas descritas.
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Assim, uma possivel explicacdo para a diminuicdo da atividade hidrolitica da
enzima nesse pH, quando comparado com o pH 4,0, est4 no fato que a proximidade de
regides positivas no lado oposto da enzima ocasionar repulsdo entre as espécies, em
funcdo das NPM estarem com carga positiva, levando a uma migracdo das possiveis
interacdes para o lado frontal da enzima. Essas ligac6es deslocadas para as imediacGes
do sitio catalitico modificaram a estrutura conformacional da enzima diminuindo o
acesso do substrato ao sitio catalitico da enzima.

Por fim, em pH 8,0 as NPM se encontram com carga negativa e a regido da TLL
proxima ao sitio catalitico ndo modifica significativamente em relacdo a sua regido
hidrofébica e positiva (figura 17). Os aminoacidos que apresentam carga positiva com
maior acessibilidade para o meio externo estdo no lado oposto da enzima (figura 18a).
Sdo eles: Gly 161 (regido 7); Gly 163 (regido 7);Gly 106 (regido 13);Gly 240 (regido
9);Thr 189 (regido 11);Ser 105 (regido 13);Asn 101 (regido 9); Ser 3 (regido 19). O
aminoécido Gly 59 (regido 2) é o Unico aminodcido de maior acessibilidade que se
encontra préximo ao sitio catalitico da TLL.

As principais contribuicdes para uma regido de potencial eletrostatico positivo na
enzima foram o Ser 3, Asn 101 e Ser 105 (figura 18b). Contudo, mesmo com 0s
aminoacidos mais susceptiveis a interacdo estando do lado oposto ao sitio catalitico da
enzima, supomos que a atividade hidrolitica recuperada foi baixa devido a contribui¢do
energética de aminoacidos negativos como: Asp 165 (regido 33), que exerce uma forte
contribuicdo energética e esta no centro do lado oposto da enzima, do Asp 122 (regido
28) e Asp 5 (regido 38), é maior do que as contribuicdes positivas, 0 que favorece uma
grande repulsdo das NPM, dificultando o processo de imobilizagdo em condigdes que
preservem a conformacéo do sitio catalitico. Outro aspecto que dificulta o processo de
imobilizacdo em pH 8,0 é a localizacdo do aminoacido Asp 5 (regido 38), que se
encontra préximo ao Ser 3 (regido 19), principal contribuinte da regido positiva da
enzima, levando a uma diminuicdo dréstica na interacdo entre a superficie da TLL e as
NPM.

Para determinar a quantidade de enzima adsorvida na superficie das
nanoparticulas foram utilizados dois métodos comparativos: o0 método de Bradford, que
se baseia no principio da ligagédo proteina—corante (BRADFORD, 1976) e o método por
espectroscopia de fluorescéncia, que é baseado na fluorescéncia intrinseca das

macromoléculas bioldgicas.
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Os resultados referentes ao teor de proteina no sobrenadante do material
imobilizado sdo apresentados na tabela 4. Observa-se nessa tabela que os sobrenadantes
em pH 4,0 e 4,6 ndo apresentaram absorbancia acima do ruido experimental para
deteccdo pelo método de Bradford permitindo inferir que o processo de adsor¢do nesses
pHs se mostrou mais eficiente do que em pH 8,0, no qual, aproximadamente 39,8% da
enzima ficou retida no sobrenadante, ndo aderindo a superficie das nanoparticulas. Ja
pela técnica de fluorescéncia foi observado que uma pequena quantidade de enzima se
manteve presente nos sobrenadantes em pH 4,0 e 4,6, mostrando que no processo de
imobilizacdo 99,49 % da enzima TLL foi adsorvida a superficie das NPM em pH 4,0 e
97,75 % em pH 4,6. Em pH 8,0, 76% da enzima utilizada no processo de imobilizacdo
permaneceu no sobrenadante e apenas 24 % da enzima TLL foi adsorvida a NPM.

Tabela 4- Andlise do teor de proteina no sobrenadante do processo de imobilizacdo por

diferentes métodos.

Concentragdo de TLL  Concentragédo de TLL

Amostra por Bradford por Fluorescéncia
(ug.mL™) (ug.mL™)
TLL ofertada 14,63 (100 %) 9,77 (100 %)
inicialmente
S.NPM@TLL 0,00 (0,0 %) 0,05 (0,51 %)
pH 4,0
S.NPM@TLL 0,00 (0,0 %) 0,22 (2,25 %)
pH 4,6
S.NPM@TLL 0 0
OH 8,0 5,83 (39,8 %) 7,43 (76, 0 %)

*S. NPM@TLL, remete ao sobrenadante do material imobilizado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como a interacdo entre enzima e suporte pode ocorrer através de interacdes mais
fracas que favorecem a dessorcdo da enzima imobilizada na superficie das
nanoparticulas, foi analisado o processo de dessor¢do mecéanica do material sintetizado
quando exposto a uma lavadora ultrassénica por 5 ciclos de 5 minutos cada e
monitoradas por espectroscopia de UV-VIS a partir do método de Bradford e por
espectroscopia de fluorescéncia.

Os resultados obtidos para os estudos dessortivos mostraram pelas técnicas
analisadas que apo6s 5 ciclos de lavagem ndo foi possivel determinar a taxa de

dessorcdo, devido aos valores de dessor¢do obtidos serem inferiores aos limites de
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deteccdo da curva de calibracdo do método de Bradford (2 mg.mL™) e da fluorescéncia
(0,4 mg.mL™).

A baixa taxa de dessorcdo observada experimentalmente pode ser atribuida a
ocorréncia de interacbes NPM - TLL mais fortes, talvez de carater i6nico, conforme a
hipdtese inicial levantada no planejamento do processo de adsorcdo. As adsorcdes
ibnicas ocorrem da mesma maneira que a adsorcdo fisica, entretanto, sdo interacoes
mais energéticas do que as forgas de Van der Waals ou ligacdo de hidrogénio, porém
mais fracas que as ligagfes covalentes que caracterizam a adsorcdo quimica. Dado o
caréater ibnico e as condi¢cBes amenas de imobilizacdo, nesse tipo de adsor¢cdo ocorrem
pequenas modificagbes estruturais na enzima, propiciando a obtencdo de
biocatalisadores com atividades enziméaticas comparaveis a outros biocatalisadores
obtidos por ligacdes covalentes (VIEIRA, 2009).

Dessa forma, as condi¢cbes experimentais referentes a atividade enzimatica e o
teor de proteina do biocatalisador que apresentou a melhor adsor¢do (NPM@TLL pH
4,0) foi usado na determinacdo da interacdo entre o0 suporte e a enzima por
espectroscopia de fluorescéncia. Essa técnica se mostra eficiente para caracterizacdo de
proteinas devido a presenca de fluoroforos intrinsecos na constituicdo dessas
macromoléculas. As proteinas apresentam apenas trés tipos de fluoréforos: triptofano,
tirosina e fenilalanina. Experimentalmente, a fluorescéncia do triptofano é a mais
usualmente estudada por apresentar um maior rendimento quéantico (razdo entre o
namero de foétons emitidos e o nimero de fotons absorvidos) do que a fenilalanina e a
tirosina (LAKOWICZ, 2006). Portanto, a caracterizagdo do material imobilizado
(NPM@TLL) por fluorescéncia foi viabilizado devido a lipase Thermomyces
lanuginosus (TLL) possuir 4 residuos de triptofano em sua estrutura primaria.

A partir dos fenbmenos de supressdao da fluorescéncia foi possivel obter
informacdes sobre os tipos de interacdo entre a enzima (fluoréforo) e as nanoparticulas
(supressor), e consequentemente, 0s parametros termodinamicos da interacdo. O
mecanismo de supressdo da intensidade de fluorescéncia foi avaliado a partir da

equacéo de Stern VVolmer, apresentada na equacao 8.

= =kq.1[Q] = 1 +ky.[Q] (equagdo 8)
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Nesta equacéo, Fy e F séo as intensidades de fluorescéncia da proteina na auséncia
e na presenca de ligante, respectivamente, [Q] e a concentragdo do ligante, ky € a
constante da interacdo bimolecular, 1o é o tempo de vida do fluor6foro na auséncia do
ligante (1o da ordem de 5.10° s) e a constante de interacdo de Stern-Volmer ser4 Ks.
Em experimentos de interacdo ligante-macromolécula, o valor de ks, € comumente
considerado como a constante de ligacdo do complexo (ky) (OLIVEIRA, 2017).

O valor da constante de ligacdo (k,) foi determinado pela regresséo, por meio de
um gréfico de Fo/F versus [Q], em que F e Fo sdo respectivamente, a intensidade de
fluorescéncia da TLL na presenca das diferentes concentracdes de nanoparticulas e
intensidade de fluorescéncia da enzima pura, [Q] € a concentracdo do supressor, em que,
o valor da constante é igual ao valor do coeficiente angular, conforme apresentado na

figura 21.

Figura 21- Grafico de Stern Volmer para a supressdo da intensidade de
fluorescéncia da TLL em diferentes temperaturas na presenca de

diferentes concentragdes de NPM .
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os estudos de fluorescéncia em diferentes temperaturas permitiram calcular os

pardmetros termodindmicos envolvidos na interacdo das NPM com a enzima TLL
: . AH - . AS
(figura 22), onde o coeficiente angular corresponde a - — €0 coeficiente linear a = De

acordo com Ross e Subramanian (1981), é possivel descrever a espontaneidade do

processo e inferir a natureza das ligagGes que propiciaram a interacdo dos materiais.
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Os valores da variacdo entalpica (AH) e da variagdo entropica (AS) envolvidas na
interacdo foram calculados a partir da equacdo de Van’t Hoff (equacdo 9) e a variacao
da energia livre de Gibbs (AG) foi calculada a partir da equagao 10.

Inky, =- (AH/RT) + (AS/R)  (equacgdo 9)

AG° =-RT. In ky (equacao 10)
Em ambas as equacdes, ky, é a constante de ligacdo, R = 8,314 Jmol*.K'eTéa

temperatura em Kelvin

Figura 22 — Dependéncia da constante de ligagéo (k,) com a temperatura.

10,60

10,55

10,50

Ln (Kb)

10,45 -

10.40 T T T
3,3x1073 3,3x10°3 3,4x10°3

1T (K1)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores dos parametros termodinamicos obtidos estdo apresentados na tabela 5
Segundo a literatura, o valor positivo de AS, pode indicar uma mudanga parcial na
estrutura do solvente, pela exclusdo de moléculas de adgua proximas a regido do sitio
catalitico da enzima, que juntamente com valores positivos de AH indicam que a
interacdo das NPM com a TLL é espontanea, em torno de — 26,4 KJ.mol™, e que a sua
interacdo é determinada por ligacBes eletrostaticas de carater ibnico (ROSS;

SUBRAMANIAN, 1981).

Tabela 5- Valores dos parametros termodindmicos associados a interacéo das

NPM com a enzima TLL em diferentes temperaturas.

Temperatura (K) AH (KJ.mol™) AS (KJ.mol™K™ AG (KJ.mol™)
298,15 -25,8
303,15 10,44 0,122 -26,4
308,15 -27,0

Fonte: Elaborado pelo autor.
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De forma semelhante, as NPM@TLL pH 4,0 foram utilizadas na caracterizacao
do material imobilizado pelas técnicas de andlise termogravimétricas (TGA),
microscopia de forca atdomica (AFM), espalhamento dindmico de luz (DLS) e
estabilidade operacional do biocatalisador.

Os resultados da analise térmica obtida para as nanoparticulas magnéticas
(NPM) e para o material resultante do processo de imobilizacdo (NPM@TLL) estdo
representados pela figura 23.

Figura 23 - Curvas termogravimétricas antes e depois da incorporagédo da
enzima TLL na superficie das NPM.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As NPM apresentaram uma perda de massa de aproximadamente 5,5 % em
decorréncia da eliminacdo de agua e de possiveis impurezas do material. Entretanto,
observa-se ganho de massa de aproximadamente 3,1% (0,16 mg) no intervalo de 150°C
a 320°C em decorréncia de grupos hidroxilas residuais que ainda permanecem na
superficie das NPM mesmo apds o processo de lavagem e armazenamento do material
sintetizado. Isso ocorre devido a dificuldade no processo de lavagem das nanoparticulas,
de modo a alcancar um pH totalmente neutro. JA& as NPM@TLL apresentaram uma
perda significativa de massa (15,9 %), quando comparado com a NPM, confirmando a
existéncia da enzima TLL na superficie da nanoparticula magnéticas.

A analise das imagens obtidas por AFM na figura 24 (A) indica que as NPM
possuem uma morfologia esférica e um didmetro de aproximadamente 12 nm. Enquanto
que, a topografia das NPM@TLL na figura 24 (B) manteve a morfologia esférica,

entretanto, com um diametro de aproximadamente 40 nm.
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Figura 24 — Imagens topogréaficas bidimensional e tridimensional do AFM no modo

n&o contato das nanoparticulas magnéticas (a); e do material imobilizado
(NPM@TLL) (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Esse aumento de tamanho confirma que a enzima TLL estd adsorvida na
superficie das nanoparticulas aumentando em 4 vezes o seu diametro. As medidas
dessas mesmas nanoparticulas pela técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS)
mostraram que as NPM possuem uma distribuicdo monodispersa de tamanho, com um
diametro hidrodinamico (Dy) de 34,19 + 0,91 nm e um indice de polidispersdo (PDI) de
0,182 £ 0,03. Para as NPM@TLL o didmetro hidrodindmico médio encontrado foi de
81,82 + 7,5 nm e um PDI de 0,153 + 0,119. Assim, a técnica de DLS também parece

indicar a existéncia de enzimas na superficie do suporte, sendo que, 0 aumento do
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diametro das NPM e das NPM@TLL em relacdo as demais técnicas de caracterizagdo
(TEM e AFM) é justificada pela existéncia de um raio de hidratacdo, por se tratar de
superficies hidrofilicas.

E na perspectiva que a reutilizacdo de biocatalisadores é importante em funcédo do
alto custo das enzimas e sua possivel contaminacao no final do processo, foi verificado
a eficiéncia e a capacidade de reutilizagdo das NPM@TLL em processos cataliticos
envolvendo reacOes de esterificacdo. De acordo com os resultados apresentados na
figura 25, o processo foi catalisado com uma eficiéncia de aproximadamente 80%
durante 12 ciclos de reutilizacdo, porém, o biocatalisador ainda permaneceu com uma
eficiéncia de aproximadamente 65% até o 15° ciclo estudado.

Figura 25- Estabilidade operacional do biocatalisador (NPM@TLL) apds
sucessivos ciclos de sintese de oleato de decila.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho verificamos que a sintese realizada para obtencdo de
nanoparticulas magnéticas se mostrou adequada, uma vez que, a presenca do agente
redutor e atmosfera inerte resultaram na formagao de particulas com tamanho e forma
uniformes. A caracterizacdo morfologica das nanoparticulas, usando a técnica de TEM,
mostrou que a amostra via coprecipitacdo possui um didmetro médio de
aproximadamente 8,3 nm. A imobilizacdo da enzima TLL em nanoparticulas por
adsorcdo fisica, a partir da modificacdo das cargas de superficie, se mostrou mais
efetivo em pH 4,0. Nesse pH, a atividade enzimatica recuperada foi de 62,3% em
relacdo a atividade enzimatica da lipase livre, o processo de adsor¢éo reteve 99,49% das
enzimas na superficie das nanoparticulas; o processo de dessor¢ao da enzima se mostrou
inferior aos limites estabelecidos pelos métodos de Bradford e por fluorescéncia apos 5
ciclos de lavagem e a eficiéncia catalitica do material imobilizado obteve
aproximadamente 80 % de conversdo na sintese de oleato de etila por 12 ciclos de
reacdo. A elucidacdo da orientacdo, na qual a interacdo enzima/nanoparticula esta
ocorrendo no sistema, foi descrita pelas equagdes de Stern Volmer e Van’t Hoff,
observando- se a ocorréncia de interacdes i6nicas em funcdo da diferenca de carga
entre a nanoparticula e a enzima TLL, baseado nos pardmetros termodinamicos
encontrados: AG® = - 25,8 KJ.mol™, AH°= 10,44 KJ.mol™, AS°= 0,122 KJ.mol".K™.

Nessa perspectiva, a hipétese inicialmente levantada se mostrou consistente com
os dados experimentais obtidos de que as interacdes ocorrem preferencialmente no lado
oposto ao sitio catalitico da enzima, que possui uma grande concentracdo de residuos de
aminoacidos com cargas negativas e também apresenta os aminoacidos ASP 122 e ASP
5, que sdo os maiores contribuintes para o potencial eletrostatico da TLL. Assim, o
presente estudo demonstra a possibilidade de desenvolvimento de novos
biocatalisadores eficientes e mais econdmicos a partir de interacdes que levem em

consideracdo a diferenca de cargas entre enzimas e Seus suportes.
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APENDICE A- Curvas de calibracdo da lipase Thermomyces lanuginosus por

diferentes técnicas. Em (a) espectroscopia de UV-VIS, baseado no método de Bradford;

em (b) espectroscopia de fluorescéncia.
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APENDICE B -Taxa de conversio do biocatalisador em funcio do tempo na sintese de
oleato de decila em meio isento de solvente.
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APENDICE C - Valores da constante de ligacdo associadas as diferentes temperaturas
do estudo da interacéo entre a TLL e as NPM

Temperatura Ko In Kk
298,15 K 33540,33 10,42
303,15 K 35764,84 10,48
308,15 K 38494,97 10,55




