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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a imobilizagdo da lipase Candida rugosa (LCR) em
biopolimero poli (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) PHBV em meio aquoso e avaliagdo
das propriedades bioquimicas. A lipase imobilizada foi obtida por adsor¢do fisica em hexano
como meio de dispersdo. A eficiéncia de imobiliza¢do foi de 25%. Realizou-se um estudo
comparativo entre LCR livre e imobilizada. Em virtude do procedimento de imobilizagdo,
comparada a enzima livre, ocorreu pequena modificagdo relacionada a temperatura otima de
atividade hidrolitica (37 para 45°C), porém o pH otimo de atuagdo foi similar (faixa de 7,0).
A constante de inativa¢do para enzima imobilizada a 40°C foi de 0,009 h™ e 77 h para o
tempo de meia-vida. Os parametros cinéticos obtidos foram: constante de Michaelis-Menten
(Kn=213,18 mM) e velocidade mdxima de reacdo (Vyi=318,62 U/g). A estabilidade
operacional da LCR imobilizada foi testada em 12 ciclos de reutilizagdo com manutengdo de
50 % de sua atividade inicial.
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INTRODUCAO

A 1mobilizacdo de enzimas desempenha um papel importante no ambito da
biotecnologia aplicada. A principal motivagdo para a imobiliza¢do de enzimas ¢ a capacidade
de isolar o biocatalisador do produto de reacdo e reutilizd-la, a fim de aumentar a sua
produtividade (Persson, et al., 2002). O procedimento mais comun de imobilizacdo ¢ a
adsorcao fisica devido a sua facilidade e baixo custo.

As caracteristicas da matriz ou do suporte sdo de grande importancia no desempenho
das enzimas imobilizadas. Embora ainda ndo exista um suporte universal que seja adequado
para todas as enzimas e todas as suas aplicacdes, os requisitos basicos para que um material
seja utilizado como suporte para imobilizagdo sdo: alta afinidade por proteinas,
disponibilidade de grupos reativos funcionais, estabilidade mecanica, rigidez, viabilidade de
regeneracgdo e capacidade de carga (Foresti, et al., 2007).
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Nesse sentido varios suportes ecologicos sdo potenciais a serem utilizados para
imobilizacdo de enzimas mas ainda ndo foram estudados para este fim, dentre eles destacam-
se: poli (hidroxibutirato) (PHB) e poli (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV). Estes
biopolimeros disponiveis comercialmente tém atraido grande aten¢do para o uso em
aplicagcdes agricolas, maritimos e médicos. As principais vantagens destes polimeros
termoplasticos sdo a biocompatibilidade e biodegradabilidade (Steinbuchel, 1996).

No entanto, o PHB ¢ rigido e fragil, restringindo sua faixa de aplicacdo. Por outro
lado, os copolimeros do PHB como 3-hidroxivalerato (PHBV) sdao menos rigidos, mais
resistentes e cristalinos (Costa et al., 2007). Desta forma, PHBV constitui uma boa alternativa
a ser usada como suporte, devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, resisténcia,
facilidade de reabsor¢ao, propriedades nao-toxicas e pelo fato de ser ecologicamente correto.

Os objetivos do presente trabalho foram: imobilizar a enzima LCR no suporte PHBV
por adsorcao fisica; avaliar as propriedades bioquimicas da enzima imobilizada e compara-las
com a enzima livre, avaliar a estabilidade operacional, determinar a constante de inativagao,
tempo de meia-vida e parametros cinéticos da LCR imobilizada.

MATERIAL E METODOS

Determinacio da Atividade Hidrolitica.

A atividade hidrolitica da LCR na forma livre e imobilizada foi determinada pelo
método de hidrolise do azeite de oliva de acordo com o procedimento descrito por Soares et
al. (1999), com modificagdes. O substrato foi preparado pela emulsdo de 50 ml de azeite de
oliva e 50 ml de goma ardbica a 7% em solugdo tampao fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0). Em
frascos Erlenmeyer foram adicionados: 5 ml de substrato, 2 mL de solu¢do tampao fosfato de
sodio e 0,1g de lipase. Os frascos foram incubados a 37°C por Smin para a LCR livre, 10min
para o LCR imobilizado em banho termostatizado com agitacdo. Os acidos graxos liberados
foram titulados com solu¢dao de KOH 0,01M, utilizando fenolftaleina como indicador.

Imobiliza¢ao da Enzima em PHBYV por Adsorcao Fisica

LCR foi imobilizada em poli (3-hidrohibutirato-co-hidroxvalerato) PHBV, por
adsorcao fisica, de acordo ao método de Soares et al., 2004 com modificacdes. O
procedimento consiste na mistura de 20 ml de hexano com 2 g do suporte em agitagdo
vigorosa a temperatura ambiente durante 2 h, em seguida, 20 ml da solugdo enzimatica (0,6g
de LCR solubilizada em 20 ml de solugdo tampao fosfato pH 7,0) ¢ adicionada a suspensao
hexano-suporte e mantida em agitagao por mais 2 h. Apos o término deste periodo, o sistema
enzima-suporte foi incubado por 24 h a 4°C. A lipase imobilizada foi recuperada por filtragcao
a vacuo através de repetidas lavagens com hexano. A secagem da LCR imobilizada foi
realizada a vacuo por 1 h e estocada a 4°C. Para a obtenc¢do da quantidade 6tima de enzima,
foram realizados ensaios de imobilizacdo com diferentes carregamentos de LCR em 2g de
suporte PHBV, relacdo enzima/suporte (0,15; 0,225; 0,3; 0,375; 0,45).

Propriedades Bioquimicas da Lipase Imobilizada

Atividade em func¢ido do pH e da temperatura

A atividade hidrolitica da LCR imobilizada foi estudada utilizando-se azeite de oliva
como substrato na faixa de pH entre 3,0 a 9,0. A influéncia da temperatura na atividade da
LCR imobilizada foi determinada em pH 7,0 nas temperaturas de 30 a 70°C.
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O efeito da temperatura na estabilidade da LCR imobilizada foi determinado por meio
da incubagdo da LCR (0,1 g massa seca) a 40 e 60°C em meio-aquoso (tampao fosfato 0,1M,
pH 7,0) por 3 horas. Em tempos pré-estabelecidos, foram retiradas aliquotas e imediatamente
resfriadas. Em seguida, a atividade hidrolitica residual foi determinada a 37°C (10 min), como
descrito anteriormente.

A constante de inativagdo térmica (k;) € o tempo de meia-vida (¢;,), para a LCR
imobilizada, foram calculadas pelas equagdes 1 e 2, respectivamente (Zanin, 1989).

X

Ain = Aino exp(— kd ’ t) (1)
t,,, =In(0,5)/-k, (2)

onde: Aj, = atividade residual apos tratamento térmico durante um periodo de incubagdo
(U/g); Aino = atividade enzimatica inicial (U/g); k; = constante de desativacdo (h); 11 =
tempo de meia-vida (h).

Estabilidade operacional em meio aquoso

A estabilidade operacional da LCR imobilizada foi determinada em reagdes de
hidrélise em bateladas consecutivas com reutilizagdo do sistema imobilizado. Neste estudo
empregou-se, em todas as bateladas, a mesma massa de biocatalisador imobilizado (0,1 g).
Foram realizadas bateladas de 10 min a 37°C e pH 7,0. A cada batelada LCR imobilizada foi
lavada com o hexano para remo¢do dos reagentes e produtos eventualmente retidos no
suporte. Apds 30 minutos, tempo necessario para a evaporacdo do solvente, a lipase
imobilizada era reutilizada em outra reagdo com um novo substrato.

Determinacio dos parametros cinéticos

Para a determinagdo dos parametros cinéticos (K, € V,,.) foram preparados sistemas
reacionais contendo 4cidos graxos totais em concentracdes entre 37 e 2232 mM, obtidos a
partir de emulsdes preparadas com diferentes proporgdes de azeite de oliva (1 a 60%) e
solucdo aquosa de goma arabica (7% p/v). As velocidades iniciais das rea¢cdes de hidrdlise
catalisadas pela LCR imobilizada foram determinadas. Os valores de K,, € V. aparentes
foram calculados mediante ajuste ndo linear com o auxilio do programa Origin® 8,0.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Imobilizacdo da LCR em PHBYV por Adsorcao Fisica

A influéncia do carregamento de enzima foi verificada mediante imobilizagdes com
diferentes razdes massicas de enzima/suporte (0,15; 0,225; 0,3; 0,375; 0,45).

A Figura 1 mostra a atividade hidrolitica relativa da LCR imobilizada em funcdo da
razdo massica enzima/suporte. Pode-se constatar que a atividade da enzima aumenta
significativamente a medida que aumenta a razao enzima/suporte (0,15-0,3), Carregamento de
LCR superior a 0,3 g de enzima / g de suporte ndo influencia a atividade da LCR, sendo esta a
proporcao ideal de enzima/suporte para imobilizacdo da LCR em PHBV que representa 926
UEnzima/gsuporte- O rendimento de imobilizagdo foi de aproximadamente 25%.
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Figura 1. Atividade relativa em fungdo da variacdo da relagdo enzima/suporte para a
imobilizacao da LCR em PHBV
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A Figura 2 apresenta o efeito do pH na atividade hidrolitica de LCR livre e
imobilizada em suporte PHBV. Em geral enzimas imobilizadas apresentam maior estabilidade
frente a pHs extremos, porém em nosso estudo constatou-se que, assim como a LCR livre, a
LCR imobilizada apresentou maior atividade hidrolitica em pH 7,0, tal fato sugere que as
condi¢des no micro € macroambiente sao praticamente as mesmas € que o suporte nao induz

A Figura 3 mostra os resultados de atividade hidrolitica em diferentes temperaturas
para LCR livre e imobilizada. Para LCR livre a atividade maxima foi encontrada a 37°C
enquanto para LCR imobilizada os maiores valores de atividade foram obtidas na faixa de
37°C a 45°C. Resultados semelhantes foram reportados por Tutar ef al., 2009 imobilizando
LCR em Sporopolenina e Li ef al., 2009 imobilizando lipase porcina pancreatica (LPP) em
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Figura 3. Influéncia da temperatura
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realizados em pH 7,0.
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Estabilidade Térmica

A Figura 4 mostra os resultados da atividade relativa em fun¢do do tempo de
incubacdo nas temperaturas de 40 e 60°C. Melhor estabilidade térmica foi observada com
LCR imobilizada para ambas as temperaturas. A 40°C a atividade relativa da LCR livre foi de
21% entanto que para a LCR imobilizada foi de 94% apds 4 h de exposicao nesta temperatura.
A 60°C a LCR livre perde praticamente toda a atividade em 3 h enquanto a LCR imobilizada
em PHBYV, ainda apresenta atividade relativa de 18%.

A temperatura de 40°C para a LCR imobilizada foram calculados os valores da
constante de inativacio (k; = 0,009 h™") e o tempo de meia-vida (¢,, = 77 h).
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Figura 4. Estabilidade térmica da LCR livre e imobilizada (incubadas em 40 e 60°C).

Estabilidade Operacional

A Figura 5 mostra a atividade hidrolitica em funcdo dos ciclos de reutilizagdo. Os
dados mostram que LCR imobilizada em PHBV pode ser reutilizada até doze vezes com
manutencdo de 50% de sua atividade inicial. A literatura relata para LPP imobilizada em SBA
a utilizacao de forma eficiente durante apenas cinco ciclos de reutilizacdo o que sugere que a
LCR imobilizada em PHBV poderia ser mais adequada para aplica¢des industriais devido a
sua facil recuperacdo a partir do sistema de reagao e reutilizagao eficiente (Li ef al., 2009).
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Figura 5. Estabilidade operacional da LCR imobilizada em suporte PHBV.
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Determinacio dos Parametros Cinéticos

Utilizando o programa Origin® 8, mediante um ajuste ndo linear foram calculadas a
constante de Michaelis-Menten (K,,) ¢ a velocidade maxima de reagdo (V). O ajuste do
modelo cinético (Michaelis-Menten) aos pontos experimentais forneceu os valores dos
parametros da LCR livre (K,,=835,59mM, V,,,,=4354,61U/g) e LCR imobilizada (K,,=213,18
mM, V,.,=318,62U/g)). Nota-se que as constantes cinéticas (K, € V) obtidas para o
biocatalisador imobilizado sdo inferiores aos valores obtidos para a LCR livre. Este fato
sugere que ha limitagcdes difusionais que dificultam o acesso do substrato ao sitio ativo da
enzima e/ou restrigdes estéricas. Resultados similares foram reportados na literatura
envolvendo a diminui¢do nos valores de V,,,c € K, ap06s a imobilizagdo (Tutar et al., 2009;
Dandavate et al., 2008).

s
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CONCLUSOES

Neste estudo a lipase Candida rugosa (LCR) foi imobilizada com sucesso por
adsor¢do fisica em biopolimero PHBV (poli (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)). A
melhor razdo madssica enzima/suporte, para imobilizagdo foi 0,3 (p/p) com rendimento de
imobilizacdo de 25%. A estabilidade térmica da LCR imobilizada e pH 6timo de atuagdo
estdo em concordancia com a literatura. A partir dos resultados apresentados pdde-se concluir
que LCR imobilizada em PHBV constitui um biocatalisador promissor para diversas
aplicacdes industriais.
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