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IMOBILIZACAO COVALENTE DE LIPASE EM PALITO RESIDUAL DE ERVA-
MATE (llex Paraguariensis A. St.-Hil.)

Diane Rigo

Orientadores: Prof. ‘Dr2. Jamile Zeni e Prof. Dr. Rogério Marcos Dallago

O uso de enzimas imobilizadas € uma alternativa para a aplicacdo industrial, demonstrando
vantagens econdmicas e ambientais, principalmente pela possibilidade de reutilizagdo. O
método de imobiliza¢do por ligacdo covalente é um dos mais utilizados, pois ha formagao de
ligacGes fortes entre a enzima e o suporte. Suportes organicos sdo constituidos por fibras
lignoceluldsicos, apresentando hidroxilas reativas acessiveis. A erva-mate (llex
paraguariensis A. St.-Hil.) € uma espécie nativa de alguns paises da América do Sul e durante
sua coleta séo descartados aproximadamente 5 toneladas por hectare de ramos de erva-mate
de maior didmetro. Por isso, o objetivo deste trabalho é imobilizar lipase Eversa® Transform
2.0 em palito residual de erva-mate. O palito de erva-mate foi cedido por uma ervateira do
norte do Rio Grande do Sul, posteriormente passou por um pré-tratamento alcalino, foram
realizadas diferentes ativacgdes, imobilizacdo utilizando os solventes hexano ou tampé&o nitrato
de amonia pH 10, apds foi feito a atividade de esterificacdo, a caracterizacdo da enzima
imobilizada, a estabilidade operacional e caracterizacdo do suporte. A caracterizacdo realizada
pelo MEV demonstrou que os tratamentos para maior exposicdo dos grupamentos hidroxila
do palito de erva-mate foram eficientes, possibilitando a ligacdo da enzima ao suporte. A
imobilizacdo da lipase em suporte ativado com APTS/glutaraldeido apresentou rendimento de
225,52% e utilizando o suporte ativado com metaperiodato de sédio o valor obtido foi de
162,76%, ambos utilizando o hexano como meio reacional. A lipase imobilizada apresentou
boa reutilizacdo, onde o suporte ativado com APTS/glutaraldeido apresentou um reuso de até
8 vezes, mantendo atividade de 65,62% e o suporte ativado com metaperiodato apresentou
reuso de até 5 vezes, com uma atividade de 52% em relacdo a atividade inicial. A temperatura

reacional 6tima da enzima livre e imobilizada foi de 40 °C. Os valores de constante de



afinidade (Kn) e velocidade maxima de reacdo (Vmax) foram de 16,55 pumol/g e 5555,56
umol/g.min para a enzima livre e 33,52 umol/g 4761,9 pmol/g.min para enzima imobilizada.
Os parametros de inativacdo térmica (Kgq, ty2 € D) confirmaram uma melhor termoestabilidade
da lipase enquanto livre. A proposta deste trabalho mostrou-se promissora para a obtencédo de
um derivado imobilizado com potencialidade e os resultados obtidos podem ser uma base de
referéncia para pesquisas posteriores que visem a otimiza¢do do processo de imobilizagdo e

sua posterior aplicacao.

Palavras-chave: Enzima, ativagdo, suporte organico.
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The use of immobilized enzymes is an alternative for industrial application showing economic
and environmental advantages, mainly due to the possibility of reuse. The covalent bonding
method is one of the most used, as there is the formation of strong bonds between the enzyme
and the support. Organic supports are made up of lignocellulosic fibers, with accessible
reactive hydroxyls. Yerba mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) is a species native to some
countries in South America and during its collection approximately 5 tons per hectare of
larger yerba mate branches are discarded. Therefore, the objective of this work is to
immobilize Eversa® Transform 2.0 lipase on a residual mate herb stick. The yerba mate stick
was provided by an herb industry from the north of Rio Grande do Sul, later underwent an
alkaline pretreatment, different activations were carried out, immobilization using hexane
solvents or pH10 ammonium nitrate buffer, after the activity was carried out of esterification,
the characterization of the immobilized enzyme, the operational stability and characterization
of the support were made. The characterization carried out by MEV demonstrated that the
treatments for greater exposure of the hydroxyl groups of the mate herb stick were efficient,
allowing the enzyme to be attached to the support. The immobilization of the lipase on
support activated with APTS / glutaraldehyde showed a yield of 225,52 % and using the
support activated with sodium metaperiodate the value obtained was 162,76 %, both using
hexane as the reaction medium. However, the immobilized lipase showed good reuse, where
the support activated with APTS/glutaraldehyde presented a reuse of up to 8 times,
maintaining activity of 65,62 % and the support activated with metaperiodate showed reuse of
up to 5 times, with an activity of 52 % in relation to the initial activity. The optimal reaction
temperature of the free and immobilized enzyme was 40 °C. Affinity constant (K;) and

(maximum speed) Vmsx values were 16,55 pmol/g and 5555,56 umol/g.min for free enzyme



and 33,52 umol/g 4761,9 umol/g.min for immobilized enzyme. The parameters of thermal
inactivation (Kd, t1/2 and D) confirmed a better thermostability of the lipase while free. The
purpose of this work was promising for obtaining a potentially immobilized derivative and the
results obtained can be a reference base for further research aimed at optimizing the

immobilization process and its subsequent application.

Keywords: Enzyme, activation, organic support.
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INTRODUCAO

Desde o inicio de suas investigacdes, a tecnologia empregando enzimas vem sendo
utilizada em diversas areas da inddstria como a farmacéutica, de alimentos, para producéo de
biodiesel e indUstria de detergentes. Porém, a utilizacdo destes biocatalisadores em sua forma
livre ndo possibilita a sua separa¢do do meio reacional gerando altos custos.

Neste contexto, a imobilizacdo enzimatica apresenta inUmeras vantagens, como a
facilidade de recuperacdo nos meios reacionais, facilitando a sua reutilizacdo. O suporte pode
oferecer uma protecdo térmica para a enzima, aumentando a estabilidade da mesma em
relacdo ao calor ou solventes e, além disso, podem proporcionar aumento da atividade
catalitica tornando-se uma excelente alternativa para o emprego industrial diminuindo os
custos de processos biocataliticos.

Para 0 processo de imobilizacdo existem iniUmeros métodos e deve-se escolher o que
melhor se adapta com a enzima para que a atividade catalitica seja mantida ou até mesmo
aumentada. As técnicas podem ser fisicas (através de interacdes hidrofobicas ou por forcas de
van de Waals), quimicas (ligacdo covalente e ibnica), por confinamento em matriz ou por
ligagéo cruzada.

A técnica de imobilizacdo por ligacdo covalente é um método que proporciona
ligacGes fortes entre os grupos funcionais da enzima e do suporte. Este processo é realizado
contendo agentes ativadores como, por exemplo, glutaraldeido e metaperiodato de sédio que
promovem a baixa dessor¢do das enzimas, sdo de facil manipulacdo e possibilitam a
utilizacdo das enzimas imobilizadas em reatores continuos, sendo esta a mais interessante do
ponto de vista industrial.

Quanto aos suportes, existe uma grande quantidade e variedade disponiveis para o
processo de imobilizacdo enzimatica, podendo estes ser sintéticos ou organicos, porosos ou
ndo porosos. Sua estrutura pode ser em forma de gel (alginato, alcool polivinilico, quitosana),
poliuretano, carragena, estruturas rigidas (vidro poroso, alumina) entre outros.

Os suportes organicos vém recebendo uma atencdo especial devido a sua constituicao
por lignina, celulose e hemicelulose que possuem hidroxilas reativas acessiveis, tornando
possivel a ligacdo com a enzima. Estes suportes sdo provenientes de residuos agroindustriais
que geralmente sdo acumulados no meio ambiente e por isso, a utilizagdo dos mesmos, além

de apresentar um baixo custo, promove a reducgéo de estresse ambiental.
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A erva-mate (llex Paraguariensis A. St. Hil) é uma espécie de planta nativa das
regides sul do Brasil e de paises da América do Sul, como o Paraguai e Argentina. Durante a
sua coleta e processamento, sdo descartados no meio ambiente aproximadamente 5 toneladas
por hectare de ramos de erva-mate de maior diametro, utilizado como adubo organico.

Diante deste contexto, esse trabalho propde imobilizar a lipase Transform Eversa® 2.0
em palito residual de erva-mate funcionalizado. Além disso, por este suporte ser de origem
agroindustrial e nunca ter sido estudado anteriormente, este, destaca-se por ser um trabalho
inovador na area de imobilizacdo enzimatica.

O formato deste trabalho sera apresentado como artigo.

17



OBJETIVOS

Objetivo geral
O objetivo é imobilizar lipase Eversa® Transform 2.0 (Novozyme) em palito residual

de erva-mate (llex Paraguariensis A. St.- Hil.).

Objetivos especificos:

» Caracterizar o suporte quanto a superficie utilizando o mesmo in natura e ativado com
APTS/glutaraldeido e com metaperidoto de sédio (MEV).

» Avaliar diferentes metodologias de ativagao do suporte;

* Imobilizar a lipase Eversa® Transform 2.0 no suporte tratado;

» Avaliar o rendimento de imobilizacéo;

» Avaliar temperatura 6tima reacional da enzima livre e da enzima imobilizada;

» Determinar os parametros cinéticos constante de afinidade (Ky,) e velocidade méxima
de reacdo (Vimax);

« Avaliar a termoestabilidade da enzima livre e imobilizada e determinar os parametros

de inativacao;

18



Imobilizagéo covalente de lipase em palito residual de erva-mate (llex Paraguariensis A.
st.-Hil)

Resumo

O objetivo deste trabalho foi imobilizar lipase Eversa® Transform 2.0 em palito residual de
erva-mate. O palito de erva-mate passou por um pré-tratamento alcalino e diferentes ativaces
(APTS/glutaraldeido e metaperiodato de sddio). A imobilizacdo da lipase foi realizada
utilizando o solvente hexano e tampédo nitrato de amoénia pH 10. Foram realizadas
caracterizacdo do suporte, a atividade de esterificacdo, a caracterizacdo da enzima imobilizada
e a estabilidade operacional. A caracterizacdo realizada pelo MEV demonstrou que as
ativacbes foram eficientes. A imobilizacdo da lipase em suporte ativado com
APTS/glutaraldeido apresentou rendimento de 225,52 % e utilizando metaperiodato de 162,76
%, ambos utilizando o hexano como solventes. A lipase imobilizada apresentou boa
estabilidade operacional, onde o suporte ativado com APTS/glutaraldeido apresentou um
reuso de até 8 vezes, mantendo atividade de 65,62 % e o suporte ativado com metaperiodato
apresentou reuso de até 5 vezes, com uma atividade de 52 % em relacéo a atividade inicial. A
temperatura reacional 6tima da enzima livre e imobilizada foi de 40 °C. Os valores de K, e
Vmax foram de 16,55 pmol/g e 5555,56 umol/g.min para a enzima livre e 33,52 umol/g 4761,9
pumol/g.min para enzima imobilizada, respectivamente. Os pardmetros de inativacdo térmica

(Kg, t12 € D) confirmaram uma melhor termoestabilidade da lipase enquanto livre.

Palavras-chave: Eversa® Transform 2.0, ativagao, suporte organico.

1. Introducéo

A biocatélise representa uma estratégia crucial em processos sustentaveis, com 0 uso
da sintese por via enzimatica sendo comum em diversos processos industriais, incluindo suas
aplicacBes em industrias de alimentos, farmacéuticas e de sintese quimica fina. Devido a
ampla versatilidade de reacOes que catalisam, e sua especificidade em relacdo ao substrato, as
lipases (EC 3.1.1.3) séo as enzimas mais empregadas em processos biocataliticos, sendo
produzidas por diversos organismos, como animais, plantas, fungos e bactérias (MATTE et
al., 2016; GIRELLI, ASTOLFI E SCUTO, 2019; XIE, XIONG e XIANG, 2019).

Em geral, as lipases, apresentam massa molecular entre 20 e 75 kDa com cerca de 300
residuos de aminoacidos, atuam na faixa de pH entre 4 a 9 e na temperatura entre 25 e 70 °C.

19



Estes biocatalisadores apresentam importantes aplica¢fes industrias, tais como: de sintese
organica, de produtos farmacéuticos, de detergentes, de alimentos, de panificacdo, de bebidas,
de cosméticos, de couro, de papel, de tratamento de residuos, entre outras (REMONATTO,
2017).

A maioria das lipases comerciais € de uso Unico e dificeis de reutilizar, resultando em
custos elevados de uso, desta forma, a imobilizacdo enzimatica atraiu um crescente interesse
devido a sua capacidade de facilitar a reciclabilidade, além de possibilitar um aumento de
atividade, especificidade e seletividade do biocatalisador, devido a maior protecdo conferida
ao sitio ativo da enzima (CAl et al., 2018; BILAL e IQBAL, 2019; INGENBOSCH et al.,
2019, ZAITSEV; SAVINA e ZAITSEV, 2019).

O processo de imobilizacdo enzimatica baseia-se em ligacOes fisicas e/ou quimicas
entre a enzima e o0 suporte. Entre as técnicas mais utilizadas, vale destacar a adsorcao fisica
(interacdes hidrofobicas e forcas de Van der Waals), ligacdo quimica (ligacdo covalente e
ibnica), imobilizacdo por confinamento em matriz ou microcépsula e ligagdo cruzada. Devido
a forte ligacdo entre o suporte de imobiliza¢do e a enzima, a técnica de ligacdo covalente é
talvez o método mais interessante do ponto de vista industrial (COSTA, 2015; GIRELLI,
ASTOLF e SCUTO, 2019; JANGI, AKHOND e DEHGHANI, 2019).

A técnica de imobilizacdo enziméatica pode ser conduzida empregando suportes
naturais ou sintéticos (VARGAS, 2017). Dentre os suportes naturais destaca-se a utilizacao de
residuos agroindustriais, 0s quais se caracterizam por apresentarem grupos funcionais, como
hidroxila e carbonila em sua superficie, que possibilitam a inser¢do covalente das enzimas,
sejam de forma direta ou apds prévia ativacdo, além disto, estes apresentam grande
disponibilidade e baixo custo econdmico (ALMEIDA, 2015).

Na maioria dos suportes de material lignoceluldsico faz-se necessario seu pré-
tratamento com o objetivo de quebrar/desestruturar a lignina e hemicelulose, permitindo uma
melhor acessibilidade a celulose. Dentre os diversos métodos de pré-tratamentos destaca-se 0
método alcalino, no qual sdo aplicadas condi¢es menos severas quando comparadas a outros
métodos como, por exemplo, os pré-tratamentos acidos (QUEIROZ et al., 2018).

Neste contexto, destaca-se a indUstria ervateira, a qual durante o processamento da
erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) gera como subproduto palito residual, o qual €
atualmente, devido a seu baixo poder calorifico, descartado na propria lavoura, servindo como
adubo organico. Salienta-se que aproximadamente 2 % da erva-mate empregada no

processamento (10.000 toneladas/ano) se transformam em palito residual (ALMEIDA, 2015;
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ROSSA et al., 2017; GONCALVES et al., 2007; INSTITUTO BRASILEIRO DE ERVA
MATE, 2018; PIMENTEL et al., 2019).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo utilizar o palito residual do
processo de beneficiamento da erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) como suporte para
a imobilizacéo da lipase Eversa® Transform 2.0. Também foram avaliados o rendimento de
imobilizacdo, temperatura Otima reacional, pardmetros cinéticos e de inativacdo da enzima
livre e imobilizada.

Apesar de a literatura apresentar uma ampla variedade de estudos com imobilizacédo
enzimatica em suportes organicos, ndo foi encontrado nenhum trabalho utilizando o palito

residual de erva-mate como suporte, tornando esta pesquisa inovadora.

2. Material e Métodos

A Figura 1 apresenta um fluxograma das etapas realizadas no presente trabalho, as

quais serdo detalhadas a seguir.

Figura 1: Etapas realizadas no presente trabalho.

Palito de —>| Pré-tratamento com NaOH 0,5 M |

erva-mate l l
Ativacio Ativaciao
-APTS 0,5%/ -Metaperiodato de
Glutaraldeido 2,5% sédio 0,1 M
Imobilizacio Imobilizacao
-Tamp@o Nitrato de -Tampao Nitrato de
amoénia pH10; amoénia pH10;
-Hexano -Hexano

|

l

Microscopia Eletronica de Varredura - MEV |

| Atividade de esterificacao |

Estabilidade Operacional | Melhor rendimento

Caracterizacio do imobilizado

- Avaliagdo da temperatura 6tima reacional;
-Parametros cinéticos K, € V,;.;
- Estimativa dos parametros termodinamicos e de
inativagao;

Fonte: O autor (2020).
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2.1 Enzima

A lipase Eversa® Transform 2.0 (Novozyme) foi doada por uma empresa de 6leos
localizada no norte do estado do Rio Grande do Sul.

2.2 Palito residual de erva-mate (llex Paraguariensis A. St.-Hil.)

O palito residual de erva-mate (llex Paraguariensis A. St.- Hil.) foi doado pela
empresa ervateira Bardo Erva Mate e Chaés, localizada no norte do estado do Rio Grande do
Sul.

2.3 Funcionalizagdo do Suporte

2.3.1 Pré-tratamento do suporte com NaOH

Para o pré-tratamento do palito residual de erva-mate (llex Paraguariensis), foi
utilizada a metodologia descrita por Santos et al. (2008), com modificac¢des, onde utilizou-se
5 g do suporte in natura em erlenmeyer contendo 250 mL de NaOH (Vetec) 0,5 M. O sistema
foi mantido em agitacdo constante (150 rpm) empregando agitador magnético (Fisatom -
Mod. 752A), por 24 h a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente o suporte foi lavado
com &gua destilada até pH neutro, filtrado e seco em estufa (Crhomos) a 100 °C até atingir

massa constante.

2.3.2 Silanizagao e ativacdo do suporte com APTS/glutaraldeido

O suporte foi silanizado conforme metodologia descrita por Queiroz et al. (2018), com
modificacOes, utilizando-se 12 mL de uma solugdo de y—aminopropiltrietoxilano (APTS)
(Sigma-Aldrich, 98 %) 0,5 % (v/v) em heptano (Sigma-Aldrich) e 1 g de palito residual de
erva-mate. O sistema foi mantido em agitacdo constante (40 rpm) a 75 °C, por 3 h.
Posteriormente o sistema foi filtrado e o suporte lavado com 10 mL de hexano (P.A. -
Quimica Moderna) por 3 vezes para retirada do excesso de APTS. O palito lavado foi mantido
em estufa (Crhomos) a 100 °C por 15 h para secagem completa.

Na sequéncia, o palito silanizado foi ativado com 10 mL de uma solugdo aquosa de

glutaraldeido (Vetec, 25 %) a 2,5 % (v/v). A mistura foi mantida por 1 h em temperatura
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ambiente (25 °C). Posteriormente foi filtrada, lavada por 3 vezes com 10 mL de agua

destilada e seca em estufa a 100 °C por 1 h para remocao do excesso de agua.

2.3.3 Ativacao do suporte com metaperiodato de sodio

A ativacdo com metaperiodato de sodio seguiu a metodologia descrita por Coradi
(2018), onde 1 g do suporte tratado com NaOH 0,5 M foi ativado com 10 mL de
metaperiodato de sédio 0,1 M. O sistema foi mantido estatico, ao abrigo de luz, por 48 h para
formacdo de grupos aldeidos. Apos foi filtrado, lavado com &gua destilada por 3 vezes (100
mL cada) e mantido em estufa (Crhomos) a 100 °C por 1 h para retirada da umidade.

2.4 Caracterizacdo do suporte — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises de MEV foram realizadas na Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missdes — URI/ Erechim, utilizando um microscopio marca Zeiss, modelo EVO
LS25. Para o recobrimento da superficie das amostras com ouro foi utilizado um metalizador
Quorum, SC 7620. As micrografias foram obtidas na tensdo de 30 KV. As amostras
analisadas foram as seguintes: suporte in natura; suporte pré-tratado com NaOH e ativado
com APTS/glutaraldeido; suporte pré-tratado com NaOH e ativado com metaperiodato de

sodio.

2.5 Imobilizagdo

A imobilizacdo da lipase nos palitos residuais de erva-mate funcionalizados
(APTS/glutaraldeido e metaperiodato de sodio) foi realizada de acordo com metodologia
proposta por Queiroz et al. (2018), onde 1 g de palito funcionalizado foi suspenso em 10 mL
de solvente (hexano ou tampéo nitrato de amoénia pH 10 (NH4NO3)). Os sistemas foram
mantidos sob agitacdo mecanica, a temperatura ambiente, por 15 min. Em seguida, adicionou-
se 0,3 g de enzima, que corresponde a 30 % (m/m) da massa de suporte, mantendo o sistema
em agitacdo (100 rpm) por 3 h a 25 °C para homogeneizacgéo, seguido de armazenamento em
condicéo estatica, a 4 °C, por 24 h.

Posteriormente, 0 suporte contendo a enzima imobilizada, foi filtrado e lavado 2 vezes

com 10 mL de solvente (hexano ou tampdo nitrato de aménia) para retirada de enzimas nao
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ligadas. Apds uma filtragéo a vacuo (MARTE — mod. 131) a enzima imobilizada foi mantida
em dessecador por 24 h para retirada do excesso de umidade e armazenada em geladeira até o

momento das analises.

2.6 Atividade de esterificacdo

A atividade enzimatica foi avaliada através do meétodo de esterificacdo utilizando a
metodologia de Hildebrand et al. (2009), com modificacdes, onde utilizou-se como substrato
0 acido laurico e etanol, com uma raz8o molar de 1:1, livre de solvente. A reagdo foi
conduzida empregando 0,3g da enzima livre e/ou da enzima imobilizada, a 40 °C, 150 rpm,
por 5 minutos a enzima livre e 10 minutos a enzima imobilizada, conforme testes prévios.
Aliquota de 150 pL do meio reacional foram diluidas em 2 mL de solucéo acetona-etanol (1:1
v:v) em erlenmeyer e analisadas volumetricamente empregando NaOH 0,1 M com o titulante
e fenolftaleina como indicador.

Para o branco o procedimento foi o0 mesmo, porém ndo foi acrescentado a enzima
(livre ou imobilizado).

Foi realizada a atividade de esterificacdo do suporte de palito de erva-mate antes do
processo de imobilizacdo para verificagdo de que ndo haveria nenhum interferente na medida
de atividade.

Uma unidade de atividade de esterificacdo (U/g de enzima livre ou imobilizada) foi
definida como a quantidade de &cido laurico (umol) consumido por min, por massa de enzima

(9), definida pela Equagéo 1.

— (VNaOH branco — tVNaOH amostra) X 0:1 % 1.000 (1)
.m

AE
Onde: AE: atividade de esterificagdo (U/g); VNaoHbranco: VOlume de NaOH gasto com o ensaio
em branco (mL); Vnaonamostra: VOlume de NaOH gasto apds a reacdo de esterificacdo de cada
amostra (Enzima livre ou imobilizada) (mL); t: Tempo (minutos); m: Massa da enzima livre

ou da enzima imobilizada utilizada (g).

O rendimento de imobilizacdo {R(%)} foi calculado de acordo com a equacao 2.

Men - AeEn L qg

0, =
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Onde: R (%)= Rendimento obtido da imobilizacéo; M) € a massa da enzima imobilizada
utilizada para a esterificagdo, em g; Ae ) € a atividade de esterificacdo (U/g) da enzima
imobilizada; Ae () € a atividade de esterifica¢éo (U/g) da enzima livre; m € a massa da enzima

livre oferecida na imobilizacéo, em g.

2.7 Estabilidade operacional (reuso)

A reutilizacdo da lipase imobilizada em palito residual de erva-mate foi determinada
empregando 0,3 g da enzima imobilizada, em sucessivos ciclos, em batelada, para a
esterificacdo de &cido laurico/etanol (1/1 (m/m)) a 40 °C por 10 min. ApGs cada batelada, as
amostras foram removidas do meio reacional, filtradas através de bomba a vacuo (MARTE —
mod. 131) e adicionadas em uma nova solucdo de acido laurico/etanol. A atividade do
primeiro ciclo foi considerada como 100%. A eficiéncia do reuso foi calculada conforme

apresentado na Equagéo 3.

Atividade lipolitica icion
ER (%) = .100
(%) Atividade lipolitica ico 1 ®)

Onde: ER (%)= eficiéncia do reuso; Atividade lipolitica o n= atividade lipolitica de cada

ciclo; Atividade lipolitica cjcio 1= atividade lipolitica inicial.

2.8 Caracterizac¢do da enzima imobilizada

2.8.1 Avaliacdo da temperatura reacional

Visando verificar a temperatura reacional foram conduzidos experimentos com a
lipase livre e imobilizada no palito de erva-mate. Como reacdo modelo empregou-se a
determinacdo de atividade de esterificacdo descrita por Hildebrand et al. (2009) com
modificagdes (Equacéo 1), a 35, 40, 45, 50, 55 e 60 °C, sob agitagdo de 150 rpm, por 5 min
para a enzima livre e 10 min para a enzima imobilizada, conforme testes prévios, pois acima

de 5 min de reacdo a enzima livre ja comega perder atividade.
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2.8.2 Determinagdo dos parémetros cinéticos constante de afinidade (Ky,) e velocidade

maxima de reacdo (Vmax)

Para determinacdo da velocidade méaxima de reacdo (Vmax) € a constante de afinidade
(Km) da enzima livre e imobilizada em palito residual de erva-mate, foram conduzidos ensaios
de atividade enzimatica empregando diferentes concentracfes (0,668 - 3,9 M) de etanol no
substrato acido laurico/etanol. A velocidade inicial de reacdo (Vo) foi determinada para cada
concentracdo do substrato [S], fixando as variaveis de tempo de reacdo em 5 min para a
enzima livre e 10 min para a enzima imobilizada e a temperatura mantida em 40 °C. O célculo
dos parametros cineticos (Vmax € Km) foi realizado conforme o modelo cinético de Michaelis-
Menten, apresentado na Equacdo 4 com a linearizacdo de Lineweaver-Burk (Equacdo 5) e a

eficiéncia catalitica foi calculada conforme a Equacéo 6.

~ Vinax - [S] 4)

(5)

Onde: Vo= velocidade inicial da reacdo; Vméax= velocidade méxima de reacdo; Km= constante
cinética de Michaelis-Menten; [S]= concentracdo de substrato.

EC = Vimax (6)

Onde: EC= eficiéncia catalitica; Vmax= velocidade méxima de reacdo; Km= constante

cinética de Michaelis-Menten.
2.8.3 Perfil de estabilidade térmica
Amostras da enzima livre e da enzima imobilizada foram incubadas em frascos de

vidro (esterilizados) fechados, em estufa com temperatura controlada (40, 50, 60 e 70 °C) por

até 24 h. Periodicamente, para cada temperatura, foram retiradas aliquotas das enzimas livres
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e imobilizada e submetidas a medida de atividade. Para cada tempo avaliado foram utilizadas
amostras novas, que apos a dosagem de atividade foram descartadas.

As atividades residuais foram calculadas como descrito na Equacéo 7.

U
R (%) = — .100 (7)
U
Onde: R (%)= ¢ a atividade residual; U,= atividade inicial; Ug= atividade ap0s a incubacdo a

temperatura avaliada.
2.8.4 Estimativa dos parametros cinéticos de inativacéo

A influéncia da temperatura (40, 50, 60 e 70 °C) sobre a constante de velocidade de
inativacdo enzimatica (Kg) foi analisada pela lei de Arrhenius, representada na Equacéo (8).

Os parametros E4 foram calculados por regressao ndo linear usando o software Excel.

Kd=A
- e —
RT )

Onde: Kd= constante de velocidade de inativacdo térmica; Ae= constante pré-exponencial de
Arrhenius; Ed= energia de energia de desativacdo enzimatica; R= constante universal dos
gases (8,314x10-3 kJ.mol™*K™): T= temperatura absoluta (K).

O tempo de meia vida (ti2) e o valor de reducdo decimal (D), cujos valores
correspondem aos tempos necessarios para obter uma reducdo de 50 e 90 % da atividade
inicial a uma dada temperatura, respectivamente foram calculados empregando as equacdes 9

e 10, respectivamente.

- In (2) 9)
1/2 — Kd

Onde: t1/2=tempo de meia vida; Ln (2)= logaritmo natural; K4= constante de desativacéo.

Lo ln (10) (10)
Kd
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Onde: D= reducéo decimal; Ln= logaritmo natural; Kd= constante de desativacao.

O valor Z, especificado como a varia¢do da temperatura requerida para que o valor D
sofra uma reducdo de um ciclo logaritmico, foi estimado pelo inverso do coeficiente angular

da reta no grafico de log (D) versus temperatura (°C).
2.8.5 Estimativa dos parametros termodinamicos
Os parametros termodinamicos entalpia (AH®; kJ.moL™), energia livre de Gibbs (AG®;

ki.moL™) e entropia (AS° kJ.moL™*.K™) do processo de desnaturacdo da lipase livre e

imobilizada foram determinados mediante as equacdes 11, 12 e 13, respectivamente:

AH® = Ed — RT (11)
K h

o _ 12)
AG RTLn K,h

AH — AG° 13

a5 = B 86 (13)

Onde: Eq= energia de desativacdo enzimatica; R= constante universal dos gases (8,314x10-3
kJ mol™K™); T= temperatura absoluta (K); Kd= constante de velocidade da desnaturacio; h=
é a constante de Plank (1,84 x 10™° kJ.h™); Kp= constante de Boltzmann (1,38 x 10 kJ.K™).

2.9 Analise Estatistica
Todos os experimentos foram realizados em duplicata de reacdo e triplicata de

titulacdo, a partir disto foi feito a média dos resultados obtidos através da analise estatistica

utilizando o software Excel, versao 2010.
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3. Resultados e Discussao
3.1 Caracterizacao fisica do suporte

A Figura 2 apresenta as imagens de Microscopia Eletronica de Varredura do palito de
erva-mate in natura e ativado com NaOH/APTS/glutaraldeido e com NaOH/metaperiodato de

sodio.

Figura 2: Aspecto visual do palito residual de erva-mate in natura (a), palito ativado com
APTS/glutaraldeido (b) e palito ativado com metaperiodato de sddio (c).

TN . 3 /5 /s . o /&5 £
EHT =1000kV Signal A = SE1 Date 16 Jan 2020 EHT =10.00kV Signel A = SE1 Date :16 Jan 2020 EHT =10.00kV Signal A = SE1 Date 16 Jan 2020
W= 60mm Mag= 570X Time 144820 WO= 55mm Mag= 570X Time 1607:14 H WO= 60mm Mag= 585X Time 16:14:40

(a) (b) (©)
Fonte: O autor (2020).

Ao analisarmos a Figura 2, observa-se que o palito in natura apresenta uma estrutura
mais rigida/lisa comparada aos palitos ativados, onde estes sofreram aberturas em suas
estruturas, sendo que o palito ativado com metaperiodato de sédio (NalO,4) apresentou maior
alteracdo estrutural, como por exemplo a desestruturacdo da lignina, possibilitando a
exposicao da celulose, comparado ao ativado com APTS/glutaraldeido.

Esta tendéncia era esperada e foi vinculada aos diferentes mecanismos de ativagdo a
que os suportes foram submetidos, mais especificamente, ao carater degradativo dos reagentes
empregados em cada ensaio. Ambos 0s suportes foram pré-tratados com NaOH, um poderoso
agente alcalino, porém, a ativacdo com APTS/glutaraldeido é menos agressiva comparada a
ativacdo com metaperiodato de sodio, o qual € um poderoso agente oxidativo, isto explica a

maior degradacéo da estrutura do suporte.
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3.2 Imobilizagéo da lipase Eversa® Transform 2.0 em palito residual de erva-mate

Os resultados de rendimento do processo de imobilizacdo da lipase Eversa®
Transform 2.0, em palito residual de erva-mate ativado com diferentes metodologias, frente a
utilizacdo do tampao nitrato de amonia pH 10 e o solvente apolar hexano, sdo apresentados na
Tabela 1.

O teste de esterificacdo do suporte antes da imobilizacdo foi realizado e nao
apresentou atividade, demonstrando ndo conter interferentes nos resultados obtidos com os

suportes imobilizados.

Tabela 1. Rendimento do processo de imobilizagdo da lipase Eversa® Transform 2.0.

Enzima Solvente Mas?g)total U/g* (S)a Ren((jg/r:)ento
Livre 0300 941,70 2825 i
Imobilizada ~ 1@MPAONHINOs g o 19064 2831 100,21
APTS/Glut. Hexano 1288 49465  637.1 225,52
Imobilizada 1 2MPa0 NHuNOs 1,020 - - -
Metaperiodato Hexano 1,063 43256 4598 162,76

*(U/g)= Atividade de esterificagdo
*(U)= Atividade total no derivado
Fonte: O autor (2020).

O rendimento da enzima imobilizada foi comparado ao da lipase Eversa® Transform
2.0 na sua forma livre, a qual apresentou atividade de esterificacdo de 941,7 U/g. Podemos
observar um rendimento de 225,52 % e de 100,21 % para a imobilizagdo utilizando hexano e
tampdo nitrato de amdnia pH 10, respectivamente, ambos ativados com APTS/glutaraldeido,
respectivamente. Quando a imobilizacdo em palito de erva-mate foi realizada utilizando o
metaperiodato de sodio para ativacao do suporte, os valores de imobilizacdo obtidos foram de
162,76 % utilizando meio reacional com hexano. A imobilizacdo em tampdo nitrato de
amoénia pH 10, apo6s ativacdo com periodato, gerou um imobilizado sem atividade,
provavelmente devido ao ndo ancoramento quimico da enzima ao suporte nesta condi¢des
experimentais.

O maior rendimento observado para o imobilizado sintetizado em hexano (225,52 %),
em relacdo a solugdo aquosa de tampdo nitrato de aménio (100,21 %), pode estar relacionado

ao efeito do solvente organico sobre a atividade enzimatica, mais especificamente com a
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manutencdo da camada de hidratacdo, necesséria para a manutencdo da atividade catalitica
(ARAGAO et al., 2009). Em relagdo ao resultado encontrado para a solucdo aquosa de
tampdo NH4NO;3; o efeito pode estar ligado a desprotonacdo de aminoacidos, que é uma
condicdo essencial para que ocorra imobilizacdo por ligacdo covalente e ocorre quando o pH
do meio é superior ao ponto isoelétrico (Pl) deste aminodcido. Em pH 10 ha maior quantidade
de aminoacidos desprotonados, caracterizando entdo, para a alcalinidade do meio reacional,
condicdo favoravel para imobilizacdo enzimatica (GONCALVES, 2018).

O efeito decorrente de interacdes hidrofobicas entre o solvente e a enzima, pode
conduzir a uma maior exposi¢do do sitio catalitico, o que facilitaria a catalise (ANTCZAK et
al., 2009). Outro fator é que o solvente apolar pode desfazer agregados de enzimas, que
normalmente ocorrem por interacdo hidrofébica entre as moléculas da proteina (BARON,
2008).

Segundo Melo et al. (2005), durante o processo de silanizacdo ocorre a formacéo de
Uma ponte organica no suporte por meio da reagdo com y—aminopropiltrietoxilano (APTS),
onde o radical etil do APTS reage com o grupo silanol do suporte, gerando uma terminacéo
amina, que sera ativada com o glutaraldeido, formando grupos aldeidos necessarios para a

ligacdo enzima-suporte, conforme apresentado na Figura 3.

Figura 3: Processo de sinalizacdo e ativacdo, utilizando APTS/glutaraldeido, do palito

residual de erva-mate para imobilizacdo enzimatica.
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Palito de Erva-mate Tratado APTS Suporte Silanizado

Silanizacdo do suporte pré-tratado

> c'>c;H5 B 5 ; QCzHs P
O—S$i—(CHNHz +  o—cCHy=CH—CH;cZ = [O—Si—(CH2)N=CH—{CHz)sC
OCHs b H OC;Hs
Suporte Silanizado Glutaraldeido Suporte Ativado

Ativacdo do suporte silanizado com ghutaraldeido

' OC,H
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Suporte Ativado Enzima Ligacdo Enzima-Suporte

Imobilizacdo da enzima no suporte silanizado e ativado

Fonte: Adaptado de Melo et al. (2005).
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A Figura 4 apresenta a ativacdo do suporte com metaperiodato de sodio, onde atraves
do pré-tratamento com NaOH o palito residual de erva-mate tem suas hidroxilas expostas e ao
adicionar o metaperiodato de sodio sdo formados grupos aldeidos no suporte, proporcionando

assim, a possibilidade de ligagdo com os grupamentos amina da enzima.

Figura 4: Processo de ativacdo, utilizando metaperiodato de sédio no palito residual de erva-

mate para imobilizacdo enzimatica.

Palito de Erva-mate Palito de Erva-mate
Tratado Funcionalizado

Ativacdo do Suporte pré-tratado

—CHO  + HQN—;,ﬁ;%" L, CH=N—:E$5
o 2

Palito de Erva-mate
Funcionalizado

Enzima Ligacdo Enzima-Suporte

Imobilizacdo da enzima no suporte ativado

Fonte: O autor, (2020).

3.3 Estabilidade operacional (reuso)

A Figura 5 apresenta o nimero de ciclos da enzima imobilizada com palito residual de
erva-mate funcionalizado com APTS/glutaraldeido e com metaperiodato de sédio.

Observa-se que a enzima imobilizada no suporte funcionalizado com
APTS/glutaraldeido apresenta uma perda mais acentuada no primeiro ciclo, com 70 % de
atividade, mantendo-se estavel até o oitavo ciclo, apresentado queda de 50 % da atividade
residual no décimo ciclo de utilizacdo. A enzima imobilizada no suporte ativado com
metaperiodato de sodio apresenta uma perda de atividade menos intensa nos primeiros ciclos
(com atividades de 90 e 84 % para o primeiro e segundo, respectivamente). No entanto, esta
perda de atividade é constante, apresentando perda de 50 % de atividade no quinto ciclo,
demostrando que o imobilizado em suporte funcionalizado com APTS/glutaraldeido possui

maior estabilidade.
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Figura 5: Capacidade de reuso/ciclos da lipase imobilizada no suporte funcionalizado com
APTS/glutaraldeido e no suporte funcionalizado com metaperiodato de sodio.
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Fonte: O autor (2020).

Os 10 ciclos observados para o imobilizado em suporte funcionalizado com APTS/
glutaraldeido sdo superiores aos reportados por Antunes (2015), os quais observaram um total
de 6 e 4 reciclos com atividade residual de 50 % para a lipase Candida antarctica B
imobilizada em espuma flexivel de Poliuretano- D18 e D30, respectivamente. Godoy (2019)
ao imobilizar a lipase Eversa® Transform 2.0 em suporte de alginato de célcio obteve apenas
1 ciclo de reuso com atividade residual superior a 50 %. Costa (2015), que obteve 6 reciclos
na reacdo de hidrolise do azeite de oliva utilizando lipase comercial (Burkholderia cepacia)
imobilizada em sabugo de milho.

De acordo com os resultados obtidos, optou-se pela utilizacdo do suporte ativado com
APTS/glutaraldeido e imobilizado em solucdo contendo o solvente hexano para dar
continuidade aos estudos referentes a temperatura reacional Otima, pardmetros cinéticos
constante de afinidade (K.,) e velocidade méaxima de reacdo (Vmax) € termodinamicos e de

inativacdo térmica.
3.4 Avaliacdo da temperatura reacional 6tima

Os estudos realizados referente a temperatura 6tima reacional da enzima, tanto para a e
livre como imobilizada, demonstraram que a enzima consegue atuar e ter sua maior atividade
de esterificagdo a temperatura de 40 °C (Figura 6), 0 que est4 coerente com a ficha técnica da

enzima (NOVOZYMES, 2016) e com a literatura (CONTESINI et al., 2010; JAIN e NAIK,
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2018; FRAGA et al., 2019), os quais relatam para a temperatura uma faixa 6tima entre 40 e
60 °C.

Figura 6: Temperatura reacional 6tima da enzima livre e imobilizada.
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Fonte: O autor (2020).

3.5 Determinacao dos parametros cinéticos Vmsx (Constate de Michaelis-Mentem) e Ky,

(velocidade méxima de reacéao)

Os parametros cinéticos enzimaticos Ky, e Vmax S80 duas constantes de suma
importancia no estudo das reacdes enzimaticas (SIQUEIRA et al., 2011). O valor do K, para
determinada enzima fornece uma indicacao da forca de ligacdo dessa enzima ao seu substrato,
onde baixo K, indica maior afinidade para o substrato. O Vs € definido como a velocidade
méaxima da quantidade total de enzima participante da reacdo. Essa medida € tedrica e tem um
valor aproximado porque, em determinado momento, exigiria que todas as moléculas
enzimaticas estivessem fortemente ligadas aos seus substratos (CASTRO et al., 2015).

Os parametros cinéticos Kn, € Vimax da enzima livre e imobilizada foram calculados a
partir do modelo de Michaelis-Mentem, utilizando a linearizacdo de Lineweaver—Burk. A
Tabela 2 apresenta os valores de Ky, € Vimax encontrados neste estudo, bem como os valores de

eficiéncia catalitica (Vpax/Km)-
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Tabela 2. Pardmetros cinéticos constante de afinidade (Kn) e velocidade maxima de reagdo

(Vmax) da enzima livre e imobilizada.

Eq. da Reta R’ K V max Vmaxd Km
(umol/g) (pmol/g.min) (min™)
Enzima
livre 0,00298x + 0,00018 0,98932 16,55 5.555,56 335,6
_Enzima o 00704 1000021 099201 3352 4.761,90 142
imobilizada

Fonte: O autor (2020).

O valor de Vs para a enzima livre foi 5.555,56 umol/g.min ¢ para a enzima
imobilizada de 4.761,90 umol/g.min. Enquanto o valor de K, para lipase livre foi 16,55
umol/g e para a enzima imobilizada o valor de K, foi de 33,52 umol/g (Tabela 2). Pode-se
observar que 0 Kn, da enzima livre foi inferior ao K, da enzima imobilizada, indicando uma
maior afinidade ao substrato.

Em termos de eficiéncia catalitica (Vma/Km), @ enzima livre com 335,6 min™
apresentou melhor desempenho em relacéo ao imobilizado, com 142 min™.

Ambas as tendéncias observadas entre os valores de constante de afinidade para os
sistemas avaliados (Kmmbilizado) > Kmgivre)) € eficiéncia catalitica (livre > imobilizado) foram
vinculadas a fatores como: i) limitacfes da transferéncia de massa entre substrato/enzima: o
processo homogéneo com a enzima livre favorece o contato da enzima com o substrato em
relacdo ao meio heterogéneo quando do emprego do imobilizado; ii) alteragdes na
conformacéo tridimensional da enzima imobilizada em relacdo a livre, a qual pode estar
afetando o sitio ativo da enzima imobilizada; iii) as propriedades do suporte, como sua
natureza hidrofilica ou hidrofébica, ou a presenca de cargas fixas que afetam o modo de acdo
da enzima e; iv) a maior massa enzimatica no sistema livre em relagdo ao imobilizado, o qual
possui em sua composicdo aproximadamente 20 % do equivalente em enzima livre (SIMOES
etal., 2011; COSTA, 2015).

Comportamentos semelhantes sdo relatados na literatura para lipase imobilizada em
outros suportes. Wang et al. (2019) utilizaram lipase de Aspergillus oryzae imobilizada em
suporte de montmorilonita anfifilica (Mt) funcionalizada com 3-aminopropiltrietoxissilano
(APTS) e encontraram valores de K, para lipase livre e imobilizada de 0,357 e 3,406 (mM),
respectivamente, e valores de eficiéncia catalitica (Vmax/Km) para a lipase livre e imobilizada

de 178,4 e 91,7 min.™, respectivamente. Kirtikumar e Badgujar (2015), ao avaliarem lipase
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imobilizada em copolimero biocompativel de alcool polivinilico e quitosana, encontraram
valores de Vs de 50.000 umol/g.min para a enzima livre e 36.360 umol/g.min para a enzima
imobilizada.

Tomke e Rathod, (2018) avaliaram 0 K, e Vmax de lipase livre e imobilizada em carvao
ativado gerado a partir de residuos agroindustriais de coco e casca de amendoim e obtiveram
comportamentos semelhantes aos encontrados neste trabalho com valores de ky, de 0,57 e 0,64
(mg/mL) para a lipase livre e imobilizada, respectivamente e valores de Vs de 4,62 e 4,71
(umol/min) para a lipase livre e imobilizada, respectivamente. Os autores sugerem que tal
comportamento pode ser em funcdo de que pode ter havido uma diminui¢do na flexibilidade
conformacional da estrutura da enzima imobilizada.

Em 2011, Simdes e colaboradores, utilizando lipase Cal B imobilizada em quitosana também
encontram comportamentos semelhantes aos deste estudo, com valores de Vms iguais a 12050
mmol/g min (lipase livre) e 1409 mmol/g min (lipase imobilizada). Os valores de K, encontrados
foram de 534 mM (livre) e 851 mM (imobilizada). Os autores sugerem que este comportamento
indica uma mudanga da afinidade da lipase pelo substrato, na forma imobilizada em fungdo dos

efeitos de interacao enzima e suporte do processo de imobilizagéo.

3.6 Estimativa dos parametros termodinamicos e de inativacéo

Considerando que a faixa de temperatura reacional 6tima obtida experimentalmente, a
qual esta coerente com a literatura (Contesini et al., 2010; Novozymes, 2016; Jain e Naik,
2018; Fraga et al., 2019), foi entre 40 e 60°C, os ensaios de termoestabilidade para as enzimas
livre e imobilizada foram avaliados entre 40 e 70°C.

As atividades residuais da lipase livre e imobilizada em diferentes temperaturas sao
apresentadas na Figura 7.

Para ambas as enzimas (livre e imobilizada), todas as temperaturas avaliadas
apresentam uma mesma tendéncia, com perda de atividade residual em funcdo do tempo. Esta
perda de atividade varia linearmente com a temperatura, com os ensaios a 40 e 70 °C
apresentando a menor e maior perda de atividade, respectivamente. Entre as enzimas, a
imobilizada apresentou perdas de atividade mais acentuadas em relagéo a livre, indicando um
efeito negativo da imobilizacdo em relacdo a termoestabilidade da enzima. A dimenséo deste
efeito pode ser mensurada a partir dos valores apresentados na Tabela 3.
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Figura 7: Termoestabilidade da lipase livre (a) e imobilizada (b) nas temperaturas de 40, 50,
60 e 70 °C.
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Fonte: O autor (2020).

Tabela 3. Perfil termodinamico e de inativacdo térmica da lipase livre e imobilizada.

Enzima livre
T T K R? Y D Z Ed AG AS AH
(°C) (K) d (h) (h) (°C) (KJ/mol)  (KJ/mol)  (KJ/mol)  (KJ/mol)
40 313,15 0,02 0,97 3572 118,69 10,03 0,097 -30,36
50 323,15 0,03 0,99 2596 86,23 4808 8126 9,51 0,095 -30,88
60 333,15 0,05 0,97 13,72 4559 ' ’ 8,08 0,097 -32,31
70 343,15 0,36 09 191 6,37 2,83 0,109 -37,56
Enzima imobilizada

40 313,15 0,05 0,98 13,27 44,11 7,51 0,149 -46,65
50 323,15 0,10 0,98 7,18 23,86 37.03 54,17 6,14 0,148 -48,03
60 333,15 0,17 0,98 3,97 13,21 4,73 0,148 -49,44
70 343,15 0,34 098 2,04 6,77 3,01 0,149 -51,16

Fonte: O autor (2020).

De acordo com a Tabela 3 a temperatura acelera o processo de inativacdo térmica das
enzimas, tanto livre quanto imobilizada. A velocidade com que acontece a inativacdo da
lipase imobilizada, representada pela constante de desativacdo (Kg), € maior se comparada
com a lipase livre, indicando a auséncia de protecdo termica devido a imobilizag&o.

Confrontando os Ky obtidos para as temperaturas de 40, 50 e 60 °C (Tabela 3),
verifica-se que os Ky da lipase imobilizada foram 2,73; 3,69 e 3,48 vezes maior que 0
determinado para a lipase livre, respectivamente.

O tempo de meia-vida (t1,) € definido como 0 tempo necessario para que ocorra uma

reducdo de 50 % da atividade inicial da enzima, enquanto que o valor D (tempo minimo de
37



reducdo) é definido como o tempo necessario para uma reducdo de 90 % na atividade
enzimaética inicial. A lipase livre mostrou-se mais estavel a inativacdo térmica do que na
forma imobilizada, obtendo-se tempos de ty, na faixa de 35,72 a 1,91 h e valores de D de
118,69 a 6,37 h (Tabela 3).

Os valores de z obtidos foram de 48,08 °C e 37,03 °C para a enzima livre e
imobilizada, respectivamente, ou seja, ao variar a temperatura para mais ou para menos no
valor de Z, muda-se o valor D em um ciclo logaritmico. O valor Z indicou que sdo necessarias
grandes variacfes de temperatura para afetar consideravelmente a estabilidade da enzima,
principalmente em relagdo a mesma no seu estado livre.

O maior valor de energia de desativacdo (Ed) da lipase livre (81,26 KJ/mol)
comparada com a lipase imobilizada em palito de erva-mate (54,17 KJ/mol), sugere que a
lipase livre requer uma maior quantidade de energia antes de ocorrer o desdobramento da
proteina e iniciar o processo de inativacdo térmica, em relacdo a enzima imobilizada,
sugerindo que o suporte ndo foi eficiente para a protecdo da enzima frente a degradacéo
térmica.

A determinagdo dos parédmetros termodindmicos (energia livre de Gibss (AG®),
entalpia (AH®) e entropia (AS°)) ajudam a entender o mecanismo de desnaturacdo da enzima,
bem como o efeito da temperatura na taxa de desnaturagdo enzimatica, sendo comumente
empregados para avaliar a estabilidade térmica das enzimas (VARGAS, 2017).

Os parametros de entalpia (AH) e entropia (AS) fornecem o niimero de ligagdes ndo
covalentes quebradas e a mudanca na desordem enzima/solvente associada com a formacéo
do estado de transicdo (HEIDTMANN et al., 2012).

A energia livre de Gibbs mede a espontaneidade da reacgdo, estando a instabilidade
proteica diretamente relacionada a valores de AG, sendo que estes, quando elevados, indicam
maior estabilidade térmica da enzima (CASTRO et al., 2015). Os valores positivos de AG®
para todos os derivados enzimaticos estudados mostraram que o processo de inativacdo
térmica da lipase é termodinamicamente ndo espontaneo. Além disso, os maiores valores de
AG?® registrados para a lipase livre demonstraram que o estado assumido pela enzima, apos o
tratamento térmico, tem maior energia disponivel e a conformacdo estrutural original
permaneceu mais ativa em comparagdo com a enzima imobilizada (BUSTAMANTE-
VARGAS et al., 2019).

A variacdo de entropia (AS°) representa o grau de desordem do sistema. Heidtmann et

al. (2012) descreve que valores positivos de AS sugerem que o desdobramento da enzima
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pode ser uma etapa determinante para a termoinativacdo irreversivel da enzima. Valores
baixos de AS sugerem uma desordem insignificante no sistema e também podem ser
altamente influenciados por varios fatores, incluindo o efeito do solvente e da estrutura. Neste
estudo os valores de AS foram positivos para ambos os casos, demonstrando que a reacdo €
entropicamente favoravel, contudo a variagdo de AS foi pequena. Para a enzima imobilizada
os valores de AS (0,148 a 0,149 KJ/mol), foram superiores aos observados para a enzima livre
(0,095 a 0,109 KJ/mol) e a temperatura ndo foi um fator que influenciou neste parametro.

Em relacdo a entalpia (AH) todos os valores foram negativos, tanto para a enzima livre
como para a enzima imobilizada, indicando que a reacdo é exotérmica, com uma maior
liberacdo de energia para o meio para a enzima imobilizada (-46,65 a -51,16 KJ/mol) em
relacdo a enzima livre (-30,36 a -37,56 KJ/mol).

Resultados similares foram observados por Antunes (2019) para a lipase CALB
imobilizada em xerogel empregando alcool polivinilico (PVA) como aditivo, apresentando
valores de Ky superiores e t ¥ inferiores em relacdo a enzima livre, para a faixa de
temperatura avaliada (40 — 80 °C). De acordo com a autora a menor estabilidade térmica pode
estar relacionada a funcionalidade do suporte, aliada a temperatura, interferindo de forma
negativa sobre a estabilidade da enzima, conduzindo a perda de atividade da mesma e,
consequentemente, potencializando a inativagdo térmica da enzima imobilizada em relagéo a

livre.

4. Conclusodes

A proposta de imobilizagdo da lipase Eversa® Transform 2.0 em palito residual de
erva-mate ativado com APTS/glutaraldeido e metaperiodato de sodio, utilizando como meio
reacional de imobilizacdo o hexano, mostrou-se promissora com 2255 e 162,7 % de
rendimento e possibilidade de até 8 e 5 ciclos de utilizacdo com atividade residual de 65,62 %
e 52 %, respectivamente. Além disso, os resultados obtidos podem ser uma base de referéncia
para pesquisas posteriores envolvendo a utilizacdo de matérias lignocelulésicos como

suportes em processos de imobiliza¢do enzimatica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo a enzima lipase foi imobilizada em palito residual de erva-mate, e as
informacdes apresentadas contribuem para a ciéncia e tecnologia de imobilizacdo de enzimas.
H& um grande interesse na imobilizacdo de lipases, devido ao seu amplo potencial de
aplicacdo reagdes de interesse da industria (combustivel, detergentes, alimentos, fa&rmacos e
cosméticos). Além disso, a possibilidade de se utilizar suportes oriundos de residuos
agroindustriais que seriam descartados junto ao meio ambiente, faz com que seja uma étima
alternativa para reducédo dos custos envolvidos no processo.

Em comparagcdo com a enzima livre, a enzima imobilizada n&o apresentou uma
termoestabilidade tdo eficiente, entretanto o processo de imobilizacdo por ligacdo covalente
deste trabalho conferiu um bom rendimento (até 225,52 %), com uma temperatura 6tima
reacional branda (40 °C) e possibilitando até 10 reciclos, demonstrando ser uma pesquisa
promissora.

A proposta de imobilizacdo da lipase Eversa® Transform 2.0 em residuo de palito de
erva-mate, mostrou-se promissora para a obtencdo de um derivado imobilizado com boa
atividade residual. Os resultados obtidos podem ser uma base de referéncia para pesquisas
posteriores que visem a otimizacdo do processo de imobilizacdo de residuos lignocelulésicos

e sua posterior aplicagéo.

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

o Avaliar o uso de diferentes solventes no processo de imobilizacao;

o Avaliar a estabilidade de armazenamento da enzima imobilizada;

o Avaliar a ativacdo da enzima em fluido supercritico;

o Realizar aplicagdo da enzima imobilizada em reages de esterificagéo.

o Avaliar a atividade de esterificacdo tanto para a enzima livre como para a

imobilizada utilizando a mesma massa para ambas as enzimas;
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Material suplementar

Determinacéo dos parametros cinéticos Vmax € Kn

Os parametros cinéticos enzimaticos K, e Vmax da enzima livre e da enzima

imobilizada foram calculados a partir de graficos Lineweaver — Burk (Figura 8).

Figura 8: Curva de saturacao da enzima livre (a); grafico de Lineweaver-Burk da enzima livre
(b); curva de saturacdo da enzima imobilizada (c) e grafico de Lineweaver-Burk enzima
imobilizada (d).
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Fonte: O autor (2020)

Estimativa dos parametros termodinamicos e de inativacao

Foram determinados os parametros termodindmicos e de inativagdo tanto para a

enzima livre (Figura 9) como para imobilizada (Figura 10).
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Figura 9: Linearizacdo dos parametros termodinamicos (a) e de inativacdo (b) da enzima livre.
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Fonte: O autor (2020).
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Figura 10: Linearizagdo dos parametros termodindmicos (a) e de inativacdo (b) da enzima

imobilizada.
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