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palavras-chave

Resumo

Microrreator enzimatico, Imobilizacdo de enzima, CAL B, Cinética

Enzimatica.

Esta dissertacdo teve dois objetivos fundamentais. O primeiro
objetivo foi rever a aplicacdo dos microrreatores na &rea da
biotecnologia. O segundo ponto foi a anélise da atividade enzimatica
da CAL B imobilizada no titanossilicato lamelar AM-1 e em celulose
bacteriana, tanto por ligacdo covalente como por adsorgéo.

No inicio do trabalho procedeu-se a uma revisdo da literatura
sobre microrreatores e a sua aplicacdo em processos enzimaticos. A
partir desta revisdo definiu-se a parte experimental a ser
desenvolvida na segunda parte do trabalho.

A segunda parte consistiu na imobilizagdo da CAL B em
titanossilicato AM-1 e em celulose bacteriana tanto por ligacéo
covalente como por adsorcdo. Relativamente ao AM-1 e a celulose
bacteriana, a imobilizacdo foi realizada com sucesso tanto por
adsorcdo como por ligacdo covalente. As atividades enzimaticas
obtidas mostraram que a celulose bacteriana € um melhor suporte de
imobilizacdo que o0 AM-1 pois a CAL B apresentou melhores valores
de atividade especifica. Quanto ao tipo de imobilizacdo, a ligacédo
covalente foi a que se obteve com mais sucesso pois a enzima

mostrou melhor atividade.






Keywords

Abstract

Enzymatic Microreactor, Enzyme Immobilization, CAL B, Enzyme

Kinetics.

This thesis had two fundamental objectives. The first objective
was to review the implementation of microreactors in biochemistry.
The second point was the analysis of the enzymatic activity of the
CAL B immobilized on titanossilicato lamelar AM-1 and on bacterial
cellulose, either by covalent binding as by adsorption.

At the beginning of the work was carried a review of the
literature on microreactors and its application in enzymatic processes.
From this review was defined the experimental part to be developed in
the second part of the work.

The second part was to immobilize the CAL B in the
titanosilicate AM-1 and in the bacterial cellulose both by covalently
bound as by adsorption. For the AM-1 and the bacterial cellulose, the
immobilization was successfully performed both by adsorption as by
covalent binding. The achieved enzyme activity showed that the
bacterial cellulose is a better support of immobilization than AM-1
because CAL B showed best values of specific activity. Regarding the
type of immobilization, covalent binding was obtained whit more

success because the CAL B showed a higher specific activity.
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Ambito do trabalho e objetivos

Nos dias de hoje, uma das preocupacdes fundamentais da industria quimica é
minimizar o impacto dos processos quimicos no meio ambiente. Desta forma, pretende-se
diminuir a quantidade de poluentes gerados e reduzir a utilizacdo de recursos naturais
finitos como fonte de energia e de matérias-primas.

A miniaturizacdo de reatores quimicos aliada a utilizacdo de biocatalisadores nas
industrias farmacéutica e quimica permitird reduzir o impacto dos processos e utilizar
recursos naturais de origem renovavel.

Por esta razdo, nos Gltimos anos, a investigacdo na area de microrreatores, utilizando
de catalisadores “verdes” (do inglés “green” catalysts) tem vindo a aumentar.

Os catalisadores “verdes” ou biocatalisadores podem ser desde enzimas a micro-
organismos e a forma como sdo aplicados depende do objetivo final de cada processo,
como por exemplo, desenvolvimento de biossensores ou sintese de produtos quimicos
entre outras finalidades.

Neste trabalho estudou-se a atividade da enzima lipase B da levedura Candida
antartica (CAL B) imobilizada em suportes adequados a microrreatores. Estes suportes
foram microparticulas de titanossilicato lamelar AM-1 e celulose bacteriana. Foram
efetuados estudos de imobilizacao tanto por adsor¢do como por ligacdo covalente.

A CAL B tem, atualmente, aplicaces industriais nas mais diversas areas, como a
industria alimentar, dos detergentes, na producéo de papel, na producdo de quimicos entre
outras.

Os objetivos deste trabalho foram rever o conceito de microrreator e a sua aplicacdo
com biocatalisadores e testar a atividade da CAL B imobilizada em microparticulas. De
forma a cumprir os objetivos propostos, este trabalho inicia-se com a revisdo do conceito
de microrreator e sua aplicacdo, dando énfase aos processos enzimaticos (capitulo 1). No
capitulo 2 é descrito o trabalho experimental, detalhando todas as metodologias utilizadas.
No capitulo 3 apresentam-se e discutem-se os resultados experimentais obtidos. Por fim,
no capitulo 4 apresentam-se as conclusdes finais de todo o trabalho e algumas sugestdes de

trabalho futuro.






1. Reviséo bibliografica

1.1 Principios basicos dos microrreatores

Um microrreator define-se como um dispositivo miniaturizado, com uma das
dimens@es inferior a 1 mm, onde ocorrem reaces quimicas[1-3]. Na maioria dos casos
esta dimensdo é inferior a 1 mm variando entre dez a cem micrometros. Este tipo de
dispositivos também é denominado por reator microestruturado ou reator de fluxo [4, 5].

Além dos microrreatores, ja existem desenvolvimentos para dispositivos na escala
nanométrica denominados por nanorreatores [6]. Por exemplo 0s nanotubos de carbono [7]
tém vindo a ser utilizados para aplicacGes na preparacdo de elétrodos e biossensores [8]. A
diferenca principal entre estes dois tipos de dispositivos, além da dimenséo, é 0 movimento
e as interagcdes das moléculas no espaco de reacao.

Os microrreatores sdo construidos através da microtecnologia e engenharia de
precisdo ou por modificacdo e juncdo de microcapilares [3]. Na sua maioria, sao
microcanais esculpidos num suporte que pode ser de diversos materiais como a ceramica, o
vidro, o material polimérico, o aco inoxidavel ou o teflon [3, 9]. Podem também ser um
conjunto de tubos capilares como mostra a Figura 1. A selecdo destes materiais para a
construcdo dos microdispositivos é naturalmente influenciado pelas condi¢bes de operacao

do processo.

Reagentes

e
/

Bomba Seringa

: i Corte Transversal

Microtreator capilar

Produtos

Figural - (A) Microrreator capilar (adaptado [5]), (B) Microrreator microestruturado

produzido por micromaquinaria de alta precisdo [9].

Os microrreatores permitem que os volumes de reagentes utilizados sejam na ordem

dos microlitros. Isto € uma mais-valia pois desta forma conseguem-se diminuir 0s custos, o



desperdicio de reagentes e, consequentemente, o impacto ambiental. Também é de referir,
que desta forma, o manuseamento de reagentes considerados perigosos torna-se mais
seguro [3, 10]. Estes dispositivos permitem um controlo da temperatura e pode-se integrar
facilmente um sensor para controlo da reacéo [11]. O tamanho reduzido destes dispositivos
resulta numa razéo de é&rea superficial/volume na ordem dos 5.0x10* m“m™, e o pequeno
espaco de difusdo leva um melhoramento significativo na transferéncia de massa e de calor
[3]. Isto permite que o processo operacional seja mais facilmente controlavel, favorecendo
o rendimento e a seletividade da reacdo. Esta € uma vantagem essencial em sistemas
enziméticos, onde os controlos da temperatura e do pH sdo essenciais [12]. Além da
melhoria significativa da transferéncia de massa e calor nestes dispositivos existem outras
propriedades que beneficiam com a diminuicdo de escala, como as forgas gravitacionais e
de inércia que tendem a perder relevancia passando as forgas interfaciais e viscosas a ser
dominantes neste ambiente [3].

A nivel hidrodinamico, os microrreatores, devido as suas pequenas dimensoes,
apresentam normalmente fluxo laminar, com um numero de Reynolds (Re) inferior a 10 e
muitas vezes, inferior a 1, ou seja, funcionam em regime laminar, sem qualquer ocorréncia
de turbuléncia [4, 12]. Alem disso, a razdo entre a area superficial e o volume é elevada,
situacdo em que as interagdes interfaciais tém um papel muito importante. O fluxo € um
aspeto muito importante para a modelacdo das reacdes e € determinado pelos balancos de
forcas inerciais, viscosas e interfaciais. A mistura dos reagentes depende principalmente da
difusdo molecular, mas este processo de difusdo € lento, por isso, tém sido realizados
estudos de modo a aumentar a area interfacial superficial e a diminuir o comprimento de
difusdo [3]. Estes estudos foram realizados em microrreatores denominados por
micromisturadores, e que permitem maximizar a homogeneizacdo da mistura reacional de
forma rapida e controlavel. Classificando-se como ativos ou passivos, 0s misturadores
ativos tém uma energia externa de impulsdo, como a energia elétrica, térmica entre outras,
0s passivos é induzida uma forca no fluxo de forma a melhorar a mistura [3].

Nestes sistemas, devido as alteracdes na escala, a tensdo superficial e os efeitos
eletrocinéticos tornam-se significativos quando as forcas de inércia sdo desprezaveis [13].
Para controlar uma rede de microcanais sdo necessarios varios elementos, como valvulas,
mecanismos e unidades de bombeamento, unidades de injecao, entre outros dependendo do

caso em estudo [3]. Alguns mecanismos de bombeamento devem ser desenvolvidos de



modo a obter-se um controlo de fluxo confidvel e a evitar problemas de flutuagdo de fluxos
e contrapressdo [12]. A rugosidade da superficie, heterogeneidade, potencial de superficie
e eletrocinética, sdo propriedades importantes para o dimensionamento dos sistemas de
bombeamento e para o tipo de aplicacéo do sistema [12]. Os mecanismos de bombeamento
podem ser simples, como forgas capilares, que sdo mais facilmente implementadas, mas o
controlo das velocidades de fluxo é limitado [12]. Também podem ser implementadas
microbombas, que oferecem uma maior flexibilidade, contudo os custos de producdo sao
muito elevados e normalmente sé sdo utilizadas em aplicagdes médicas [12]. Para colmatar
este problema, varios métodos tradicionais tém vindo a ser estudados, mas nenhum com
muito sucesso. Um desses métodos refere-se a utilizagdo do fluxo eletro-osmético (EOF),
que evita flutuacdes da difusdo. Por outro lado, a necessidade de aplicacdo de voltagens
elevadas para a miniaturizacdo do fluxo eletro-osmdtico sem a utilizagcdo de chips de
fornecimento de poténcia é problematica [14]. No caso de um microcanal com enzimas
imobilizadas a superficie, estas vdo alterar a carga da superficie do canal e
consequentemente a velocidade do fluido [12].

Os sistemas microelectromecanicos (MEMS) sdo uma tecnologia que pode ser
aplicada para a construcdo de microrreatores, pois permite a construcdo de dispositivos
com dimensdes que podem variar entre os micrometros e os milimetros [15]. Os
dispositivos construidos por esta tecnologia comecaram a ser aplicados também na area da
biotecnologia, originando os dispositivos BIoOMEMS. Surgiram também os sistemas de
microanalise total (u-TAS), que tém vindo a crescer de uma forma muito rapida na area de
engenharia de microrreatores enzimaticos. Além dos P-TAS, os sistemas integrados lab-
on-a-chip (LOC) também tém vindo a ser desenvolvidos em paralelo [12]. Lab-on-a-chip
sdo dispositivos que integram uma ou mais funcdes de um laboratério num chip. A
integracdo de canais de fluxo e cadmaras de reacdo nos sistemas microanaliticos LOC
permitiu uma aceleragdo, automacdo e miniaturizacdo das tradicionais ferramentas
laboratoriais, uma melhoria da performance e uma reducdo drastica do tamanho das
amostras [8]. A juncdo de processos enzimaticos com os sistemas microanaliticos LOC é a
chave para a expansdo para outros nichos de mercado, sendo assim as industrias
farmacéutica e quimica tem vindo a desencadear o interesse em sistemas de alto
rendimento para a analise cinética levando a expansdo de reatores microfluidicos de

enzimas imobilizadas [12].



Os sistemas de detecdo sdo um desafio para os sistemas microfluidos. Um dos
sistemas que se tornou muito popular nos laboratérios de microfluidos enzimaticos foi o
dispositivo de detecdo de fluorescéncia, por ser facil de implementar e permitir obter dados
cinéticos [12]. Recentemente surgiram sistemas de detecdo de absorvéncia que incorporam
fibras dticas em microdispositivos para aplicacdes analiticas e médicas, embora ainda ndo
estejam muito desenvolvidos no mercado [12]. Dos sistemas de detecdo desenvolvidos e a
ser comercializados sdo os sistemas de microfluidos integrados com interfaces comuns de
separacgdo e ferramentas analiticas, assim como cromatografia liquida de alto desempenho,
HPLC [12].

1.2.Microbiorreatores

Os biorreatores sdo reatores onde decorrem processos bioguimicos que envolvem
organismos ou substancias bioquimicas ativas como por exemplo enzimas, coenzimas,
hormonas, anticorpos, entre outros [16].

Os microbiorreatores operam segundo 0S mesmos principios que os biorreatores de
grande escala, podendo funcionar em descontinuo ou em continuo. A operagdo em
continuo € mais vantajosa quando o catalisador é imobilizado. A maioria dos exemplos de
microrreatores enzimaticos contém o catalisador imobilizado num suporte sélido e operam
em continuo [12, 17]. Com estes dispositivos podem-se obter conversdes superiores as
obtidas num reator descontinuo [8].

Como ja foi referido anteriormente os materiais utilizados na producdo de
microrreatores dependem dos custos e do tipo de aplicacdo, entre outras caracteristicas.
Para os microrreatores enzimaticos, a superficie do suporte de imobilizacdo e o modo de
operacdo do reator precisam de ser desenvolvidos de modo a favorecer a imobilizacdo do
catalisador e 0 comportamento da reacdo [12].

Os microrreatores de enzimas imobilizadas também se podem denominar por
dispositivos IMER, reatores de microfluidos enzimaticos imobilizados [12]. Estes
dispositivos sdo aplicados na producdo de biossensores, sintese organica, dispositivos
médicos para analises clinicas, analises alimentares, entre outras. Um exemplo pratico, sdo
sistemas de detecdo de compostos fluorescentes como proteinas [18, 19]. Na seccdo 1.3.2

na Tabela 1 encontram-se varios exemplos de aplicac@es de dispositivos IMER.



1.2.1. Imobilizagdo de enzimas em microrreatores

As enzimas sdo proteinas cuja funcdo é promover determinadas reagdes quimicas e
bioquimicas [20]. Comparativamente aos catalisadores quimicos as reagdes catalisadas por
um biocatalisador tém vérias ordens de grandeza superiores as reaces catalisadas
quimicamente; as condi¢des de operacdo das reacdes quando se utiliza um biocatalizador
sdo influenciadas pela proteina que € utilizada, pois cada uma tem um pH e temperatura
6timos de operacgdo [21]. Nas reacdes enzimaticas raramente ocorrem produtos secundarios
ao contrario das reagdes quimicas. Finalmente as enzimas podem ser consideradas como
catalisadores “verdes”, ou seja, ndo sdo prejudiciais para 0 meio ambiente [20, 22].

As enzimas podem estar livres no seio do fluido, ou podem ser imobilizadas. A
imobilizacdo de enzimas consiste no alojamento de uma enzima num determinado espago,
para que ndo haja uma perda da atividade catalitica e que possa ser reutilizada de forma
continua [23]. A imobilizacdo de enzimas é uma mais-valia para 0S processos,
microrreatores, por aumentar a sua estabilidade, permitir a reutilizagdo das mesmas devido
a menor perda de atividade ao longo do tempo, simplifica a separagdo dos produtos de
reacao e, facilita os processos de fluxo continuo e aumenta a estabilidade das enzimas [12,
24]

Vérias técnicas de imobilizacdo de enzimas tém vindo a ser estudadas, para que a
implementacdo de processos cataliticos, seja viavel [25, 26]. Tal como foi referido, a
imobilizacdo enzimatica, se for bem-sucedida, aumenta a estabilidade da enzima mas esta
também depende das condicdes de operacao e de armazenamento como o pH, temperatura,
ambiente quimico e dos solventes utilizados. A estabilidade térmica enzimética é umas das
vantagens mais significativas deste processo, pois desta forma o sistema pode operar a
temperaturas superiores a temperatura 6tima de operacao da enzima sem que esta desnature
e durante periodos de tempo significativos. Ao imobilizar as enzimas, a quantidade de
enzima que € gasta durante um processo € menor e facilita a sua reutilizacdo, podendo
diminuir os custos do processo [5, 24, 27, 28].

A atividade enzimatica depende de fatores como pH, temperatura, ambiente quimico
e do solvente utilizado. Além disso é muito sensivel ao processo de imobilizacao utilizado.
Mesmo com o controlo de todas as condigdes operacionais, a atividade pode diminuir
facilmente durante o processo de imobilizacdo. No entanto este problema é compensado

pela possibilidade de reutilizacdo do biocatalizador e a maior facilidade em purificar o



produto obtido. Apesar de todas as vantagens na imobilizacdo de enzimas, este processo so
pode ser implementado se for economicamente viavel. Os custos s6 diminuem se as
enzimas puderem ser reutilizadas, e na pratica isto pode ser controlado considerando a
quantidade de enzima necessaria por unidade de produto formado[8]. As técnicas mais
comuns de imobilizacdo dividem-se em quatro categorias: ligagdo covalente, adsorgéo a

um suporte sélido, aprisionamento/encapsulacdo e reticulacdo intermolecular. Estas séo

apresentadas na Figura 2 [8].

Figura 2 — Principais técnicas de imobilizacdo de enzimas: (a) — Ligacdo covalente, (b) —
Adsorcdo a um suporte sélido, (c) — Aprisionamento/encapsulamento, (d) — Reticulacédo

intermolecular.

1.2.1.1. Ligacéo covalente

Tal como 0 nome indica, esta técnica baseia-se na ligacdo covalente entre a enzima e
0s grupos reativos do suporte de imobilizacdo. Desta forma obtém-se preparagdes muito
estaveis, e a perda de enzima a partir do suporte € minima mesmo na presenca de solucées
fortemente ionizadas. Contudo, esta técnica também pode levar a perda de atividade ou
inatividade da enzima se o grupo funcional da enzima utilizado para a imobilizacédo estiver
perto do centro ativo ou for o centro ativo da enzima [12, 29].

Assim o estabelecimento da ligagdo covalente deve envolver um grupo funcional que

ndo seja essencial para a agdo catalitica da enzima nem afetar o centro ativo [29]. De forma



a cumprir estes requisitos, 0s processos de imobilizagéo privilegiam o estabelecimento das
ligagBes com os grupos amino, carboxilo, hidroxilo, tiol e fenol das proteinas [21].

Durante o processo de imobilizacdo covalente deve ter-se em consideragdo o
seguinte: (1) se os grupos funcionais das enzimas sdo adequados a imobilizacdo covalente
nas condicoes escolhidas, (2) a reacdo entre a proteina e o suporte de imobilizacédo e (3) se
a funcionalidade do suporte escolhido é adequada a imobilizacdo da proteina [29].

Os suportes inorganicos sao resistentes ao ataque microbiano e a solventes organicos
[30]. No entanto, a sua caracteristica inorganica dificulta a ligacdo covalente entre a matriz
enzimatica e o suporte. Nestes casos utilizam-se, normalmente, derivados trialcoxisilano
contendo um grupo organico funcional, sendo este método denominado de silanizagdo
[21]. O procedimento para a imobilizagdo consiste, simplificadamente, nos seguintes
passos [29]: primeiro procede-se a ativacdo dos grupos funcionais do suporte de
imobilizacéo, através da utilizacdo de reagentes adequados cuja escolha depende do tipo de
suporte e da enzima utilizada. De seguida estabelece-se a ligacdo covalente do grupo
funcional da enzima com o grupo funcional do suporte de imobilizagdo. Para isto prepara-

se uma solucédo enzimatica e um reagente se necessario para se formar a ligacéo [29].

1.2.1.2. Adsorcéo

A adsorcdo é a ligacdo das enzimas a um suporte sélido por adsorcéo fisica, ligagdes
ionicas ou ambas sem a modificacdo quimica prévia da matriz ou da enzima. Este € um dos
processos de imobilizacdo de enzimas mais simples, ndo sendo necessario a utilizacdo de
reagentes, tornando-se numa técnica de baixo custo. Além disso, normalmente ndo existe o
risco do centro ativo da enzima ser danificado durante o processo[21, 25, 29].

Tal como nos restantes processos de imobilizacéo, a natureza da enzima e do suporte
de imobilizacdo podem afetar a quantidade de enzima imobilizada e a atividade enzimatica
final. No caso particular desta técnica a ligacdo da enzima é influenciada pela area
superficial do suporte e a proporc¢édo de grupos hidrofilicos/hidrofébicos do suporte [21, 25,
29].

No caso da adsorcdo fisica as forcas responsaveis pela imobilizacdo sdo fracas e,
normalmente sdo ligacbes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e interacdes
hidrofobicas. Desta forma, a imobilizacdo para proteinas de maior dimensdao podem

estabelecer um maior nimero de interacbes. A adsorcdo por ligagbes idnicas envolve,



essencialmente, a ligacdo de sais carregados que atraem as zonas, da proteina com a carga
oposta [21, 29].

Uma das desvantagens deste método reside no facto de que durante o processo pode
ocorrer a dessorcao da enzima, ou seja, a libertacdo da enzima do suporte devido as forcas
de ligagéo serem fracas. Por esta razdo, ao longo do tempo de operagéo, a atividade das
enzimas imobilizadas vai-se perdendo de forma gradual. Além disso vai ocorrer a
contaminacdo do produto final com enzimas, 0 que pode constituir um problema sério,
principalmente na industria alimentar [29]. A dessor¢do também pode ocorrer devido a
alteracdes conformacionais da enzima ou alteracdes hidrodindmicas do sistema reacional
[21]. Para minimizar a dessorcéo é necessario controlar variaveis operacionais como pH,
forga i6nica e temperatura. Contudo, ndo é possivel eliminar totalmente a dessorcéo,
devido ao equilibrio entre as espécies adsorvidas que resulta numa perda continua de
enzima [29].

Uma outra forma possivel de minimizar a dessor¢do € através da reticulacdo da
enzima utilizando um reagente bifuncional ap0s o passo de adsor¢do. No entanto apos este
procedimento, verificou-se que a reutilizacdo do suporte é limitada [21].

O suporte para imobilizacdo por adsorcdo normalmente deve ser preferencialmente
poroso, podendo ser origem sintética ou natural. A solucdo da enzima a imobilizar deve ser
diluida até uma determinada concentracdo com uma solucdo tampédo que devera ter o pH
Otimo desta. A solucédo € colocada em contato com o suporte durante algum tempo a uma
determinada temperatura até se obter o equilibrio de adsorcdo, ou até se conseguir a
concentracdo de proteina desejada no suporte. No final o suporte é lavado com a solucédo

tampao e fica pronto a ser utilizado [29].

1.2.1.3.  Aprisionamento/encapsulacéo

Este método consiste no aprisionamento ou encapsulamento da enzima numa matriz
polimérica ou utilizando a técnica sol-gel [31]. O biocatalizador ndo estabelece ligacbes
quimicas com o suporte, e desta forma a molécula enzimética ndo sofre alteracGes na sua
estrutura. O processo de fabrico € simples e reproduzivel. Esta técnica permite modificar a
porosidade da matriz consoante o tamanho do biocatalisador que se pretende imobilizar.
Desta forma a matriz permite a passagem de moléculas de massa molecular inferior a do

biocatalisador. Neste caso, também é possivel modificar quimicamente a matriz,
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introduzindo unidades eletroquimicas com propriedades Oticas que permitem medir sinais
de absorvéncia e fluorescéncia, aumentar as resisténcias quimica e térmica; diminuir a
degradacéo bioldgica e diminuir efeitos de inchamento [32].

As desvantagens desta técnica sdo: (1) a difusdo continua do biocatalisador devido ao
didmetro ndo uniforme dos poros do gel; (2) perda de atividade enziméatica devido aos
radicais livres produzidos durante a reacdo de polimerizacdo; (3) limitacdes significativas a
transferéncia de massa, uma vez que esta ocorre apenas por difusdo molecular; (4) baixa
estabilidade mecénica e (5) reduzida longevidade do gel devido ao crescimento celular
quando sdo imobilizadas células metabolicamente ativas [21, 33].

Existem diferentes métodos de realizar o aprisionamento de biocatalisadores em géis
poliméricos. A polimerizacdo pode realizar-se na presenca da enzima, utilizando-se
mondmeros ou pré-polimeros ja misturados com o biocatalisador. Também é possivel
utilizar uma solucdo polimérica com contra ides resultando num gel ionotropico. Neste
caso, a reticulacdo pode ocorrer por precipitacdo da solucdo polimérica na presenca de um
agente de gelificagdo [21]

1.2.1.4. Reticulagdo intermolecular

O método mais comum é a imobilizacdo da enzima num suporte poroso. Desta forma,
confere-se, estabilidade a enzima e previne-se que esta sofra lixiviacdo. Esta técnica
geralmente decorre em dois passos. No primeiro, as moléculas sdo adsorvidas para o
interior dos poros do suporte e no segundo, as enzimas adsorvidas sdo reticuladas por
adicdo de um reagente, por exemplo o glutaraldeido, para produzir agregados de enzimas
estaveis e ativos. As principais desvantagens desta abordagem sdo a dificuldade em
controlar o tamanho dos agregados, levando a possibilidade do substrato ou o produto ndo
se difundirem muito facilmente entre as reticulacdes enzimaticas [25].

Contudo esta técnica tem evoluido para que a utilizacdo do suporte de imobilizagédo
ndo seja fundamental. As abordagens mais recentes sdo os cristais de enzima reticulados
(CLECS) e os agregados de enzima reticulados (CLEAS) que ndo utilizam suporte de
imobilizacdo, embora apresentem problemas de difusdo, sobretudo no caso de
macromoléculas [31]. Estas duas técnicas dependem fortemente das condicGes

operacionais, como a temperatura ou pH, entre outras [8].
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Na preparacdo de CLECS, a enzima, que deve ter uma pureza elevada, é cristalizada
numa solucdo aquosa a uma temperatura adequada. Depois os cristais formados sdo
reticulados com glutaraldeido [31]. Os CLECS apresentam uma maior atividade e
enantioseletividade em solventes organicos do que em solugfes aquosas, além de reterem a
atividade enzimética em condicGes extremas de temperatura e pH, e em misturas organicas
ou solugdes organico-aquosas [8].

Os CLEAS sdo obtidos por precipitacdo de proteinas seguida da reticulacdo com
glutaraldeido. Podem exibir baixa estabilidade num reator de tanque agitado ou em
reatores tubulares. Se forem encapsulados em suportes porosos ou numa rede rigida de

poli(vinil &lcool), podem ser largamente utilizados em processos biocataliticos robustos

[8].

1.2.1.5. Qutras técnicas

Para além das técnicas de imobilizacdo apresentadas anteriormente, existem outras,

menos comuns que se apresentam de seguida.

Micelas Invertidas

Esta técnica de imobilizacdo de enzimas é muito pratica e simples pois basta colocar
moléculas de tensioativo huma solugdo organica apolar num meio com agita¢do. Depois da
juncdo, o tensioativo e as moléculas organicas agregam-se formando micelas invertidas,
onde a camada externa € constituida pelas caudas hidrofobicas e o interior pelos grupos
hidrofilicos. De seguida basta introduzir a enzima liofilizada ou sob a forma de solugéo
concentrada de modo a ficar encapsulada dentro das micelas invertidas. Para manipular as
condicdes 6timas de operacdo é necessario manipular variaveis como o grau de hidratacéo
da micela, o tipo de solvente e o tipo de tensioativo [21].

E importante referir que as micelas invertidas sdo oticamente transparentes, o que é
uma mais-valia quando se quer caracterizar os solutos e as micelas em soluces aquosas
utilizando de técnicas espectroscopicas [21]. Estes sistemas apresentam areas interfaciais
muito elevadas, aproximadamente 100 m*mL. As limitacdes difusionais também séo
baixas pois a distancia entre a enzima e a interface € muito pequena. Podem existir
dificuldades na separacdo e recuperacdo da enzima caso a concentracdo de tensioativo

utilizado ser elevada [21].
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As micelas invertidas além de serem um método de imobilizacdo de enzimas também
sdo referidas como nanorreatores ou microrreatores, devido as suas propriedades

estruturais [34].

Irradiacé@o por Micro-ondas

A irradiacdo por micro-ondas € uma tecnologia recente que imobiliza enzimas por
adsorcdo ou por ligacdo covalente [8]. A necessidade de desenvolver esta tecnologia,
surgiu da dificuldade em distribuir as enzimas pelos poros em suportes porosos, devido a
limitagcbes difusionais, sobretudo para enzimas de grandes dimensdes. Utilizando a
tecnologia de irradiagdo por micro-ondas combinada com a adsorgdo, o tempo para
imobiliza¢do diminui de forma significativa e a quantidade de enzima imobilizada aumenta
drasticamente. A combinacdo desta técnica com a formacdo de ligacGes covalentes,
aumenta a estabilidade térmica para altas temperaturas e melhora a atividade catalitica [8].

Nanoparticulas constituidas por uma Unica enzima (SENS)

Esta nova tecnologia é muito atrativa, porque as nanoparticulas de enzimas exibem
uma boa estabilidade em condigdes muito extremas [35]. A enzima é rodeada de um
composito organico/inorganico poroso com uma espessura inferior a alguns nanémetros.
Este processo de formacdo das SENS é dividido em trés passos (Figura 3): no primeiro
passo, a superficie da enzima € modificada e solubilizada num meio hidrofébico; num
segundo passo, os grupos vinilo polimerizam em hexano e por ultimo, ocorre a hidrélise e

a condensacao do grupo funcional trimetoxissilil (TMS) [35].

Modlﬁcacao Pohmenzacao Formacéo
da superficie da camada
Enzima

Enzima rodeada

pela camada de
polimero

Figura 3 — Esquema da sintese de SENs (adaptado [35]).
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Fotoimobilizacéo

O método de fotoimobilizacdo ndo requer nenhum equipamento especifico e é
apropriado para a imobilizacdo em pequena e grande escala. Consiste na exposicdo da
proteina e do suporte de imobilizacdo a luz ultravioleta ou solar, que com as condicbes

adequadas leva a uma imobilizacéo covalente da proteina ao suporte [8].

Imobilizagcdo por meio de uma enzima

Esta técnica, de uma forma simplificada, consiste em revestir o suporte de
imobilizacdo com uma proteina e depois ligar de forma covalente a enzima pretendida a
esse revestimento. O objetivo desta técnica é evitar a desativacdo da enzima quando esta €
imobilizada por ligacdo covalente tradicional [8].

O tamanho da ligacdo peptidica para a imobilizacdo da proteina é relativamente
pequeno, como é uma enzima que medeia a imobilizacdo, esta é bastante especifica em

condicdes suaves. A Figura 4 representa um exemplo de aplicacdo deste metodo [8, 36].

LLQG-tag '

O Transglutaminase-mediated
H,N immobilization

NH,
B-casein-coated
/ surface \

Figura 4 — Representagdo esquematica da imobilizagdo da Transglutaminase a um suporte

revestido por caseina [36].
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Imobilizagdo por multiplos passos

Esta técnica é utilizada para melhorar as outras técnicas de imobilizacéo,
principalmente, a imobilizacdo covalente. Este processo inclui: (1) interacéo
intermolecular fisica ou quimica da superficie da enzima com 0s novos grupos funcionais
introduzidos na superficie do suporte de imobilizacdo; (2) uma posterior reacdo covalente
intramolecular entre os nucledfilos da enzima ja imobilizada e os grupos epoxi do suporte

de imobilizacéo [8].

1.2.2. Suportes para imobilizagéo

Como ja foi referido anteriormente os suportes para imobilizacdo diferem consoante
a estrutura e a atividade da enzima, 0 método de imobilizagdo e as condigdes processuais.
Por isso durante a escolha do suporte para a imobilizacdo da enzima deve-se ter em conta
varios fatores dos quais se destacam [21]:

e grupos funcionais reativos;

e caracter hidrofobo/hidrdfilo;

e resisténcia quimica, mecénica e biologica;
e geometria do suporte;

e custo/disponibilidade;

e quimicos (organico ou inorganico);

e morfologia (poroso ou ndo poroso).

Como o numero de fatores relevantes para a escolha da matriz mais adequada é
elevado, normalmente, é preferéncia recai sobre as mais flexiveis [21]. De seguida
apresentam-se as caracteristicas de alguns dos suportes mais utilizados para a imobilizacéo

de enzimas.

1.2.2.1. Materiais inorganicos

A utilizacdo de materiais inorganicos, devido a sua grande estabilidade mecéanica,
térmica e quimica, tem sido amplamente estudada como suporte para a e imobilizacdo de
enzimas [8]. A seguir sdo referidos alguns exemplos.

Os suportes mesoporosos sao muito promissores para imobilizacdo de enzimas pois

apresentam uma grande area superficial e um volume de poros elevado [37]. Assim,
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assegura-se a retencdo de uma grande quantidade de enzimas, o que leva a uma alta
produtividade e rendimento relativamente ao tempo de reacdo. O material mesoporoso
funcional com uma quimica superficial estavel e uma estrutura mesoporosa Unica, pode
criar um microambiente favoravel para as enzimas retidas e uma boa afinidade entre a
enzima e o suporte. Neste caso consegue-se obter uma eficiéncia de imobilizacdo elevada
resultado num melhoramento da estabilidade enziméatica. Um exemplo de aplicacdo de
material mesoporoso foi a utilizacdo de silica mesoporosa para a imobilizacdo de amilase,
glucoamilase e a invertase[37].

A utilizagdo de materiais inorganicos microporosos, com estruturas lamelares ou
tridimensionais, para a imobilizacdo enzimética também tem sido estudada. Um exemplo
de aplicacdo sdo os zedlitos, aluminossilicatos cristalinos microporosos com estruturas
formadas por redes tridimensionais. As suas propriedades podem ser manipuladas de forma
a se gerar ou regular o carater acido/basico, hidrofobico/hidrofilico e obter uma adsorcéo
seletiva. Estas propriedades dependem principalmente da estrutura, composi¢cdo, natureza
cationica e estrutura dos seus poros. Assim, 0s zeolitos apresentam caracteristicas no qual a
adsorcdo de enzimas é favoravel, e este pode ser utilizado como uma interface entre a fase
aquosa, no interior do zedlito, e a fase organica contendo o substrato[38-40]. A
imobilizacdo de lipase em zedlitos ja foi testada com reacdes de hidrdlise e esterificacdo
[39, 41].

Existem varios exemplos de aplicacdo de argilas, aluminossilicatos-lamelares, como
suporte para imobilizacdo de diversas enzimas. Por exemplo, a lipase foi imobilizada por
adsorcdo em argilas sintéticas [42]. Para além de aluminossilicatos, existem diversos
materiais lamelares, como por exemplo o titanossilicato AM-1[43], material sintetizado na
Universidade de Aveiro, que foi o material inorganico utilizado como suporte para a
imobilizacdo da enzima CAL B neste trabalho.

O AM-1, também denominado por JDF-L1 [44], é um titanossilicato com uma
estrutura lamelar, de composi¢do Na;Ti,SigO2,.2H,0. A sua estrutura lamelar é constituida
por tetraedros de SiO,4 e piramides de base quadrada de TiOs. Cada veértice da base desta
piramide € compartilhado com um tetraedro de SiO4 de maneira a formar uma folha
continua. Entre as folhas encontram-se os catides de sodio e as moléculas de agua [43-45].
Tipicamente a sintese de AM-1 ¢ realizada da seguinte forma: mistura-se 10,05 g de uma
solucdo de silicato de sodio (27% m/m SiO,, 8% m/m Na,O), 1,62 g de hidréxido de s6dio
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e 8,0 g de agua [43]. Em seguida € adicionado a esta solu¢do TiCls (7,01 g, de uma solucéo
23,5% m/m de TiCl; em 5,9 % m/m HCI) e agita-se de forma vigorosa. O gel formado (3,1
Na20:2Si02:1,0Ti02:101H20) foi esterilizado durante 4 dias. Este foi caracterizado por
SEM, difracdo de raio-x em p6, NMR de massa *°Si e 2Na, quantidade de adsorcéo de
agua e TGA/DSC [43, 46]. A caracterizacdo SEM mostrou que o AM-1 é constituido por
aglomerados laminares. O espectro NMR de massa *°Si para 0 AM-1 mostra apenas um
pico a -107,4 ppm. Em relagdo a adsor¢do, este ndo adsorve azoto, mas relativamente a
agua tem alguma afinidade pois adsorve cerca de 0,1150n20/Qcatatisador- Pe€las andlises
térmicas realizadas verificou-se que € estavel acima de 550-600 °C.

1.2.2.2. Materiais poliméricos

Os polimeros sintéticos e naturais também tém vindo a ser muito aplicados como
suportes para imobilizacdo. Entre estes materiais incluem-se as espumas de poliuretano,
esponjas porosas de queratina, nylon, celulose, entre outros. Os filmes de nylon foram
testados em biorreatores que combinam biocatalisadores com biosseparacdo, representando
uma mais-valia devido ao baixo custo, a rapidez de producdo de filme de nylon e a
facilidade de recuperacdo da enzima no final do processo [8]. A celulose é um polimero
natural de origem vegetal, inerte, biocompativel, e tem um caracter hidrofilico que pode ser
regulado para a imobilizacdo de enzimas. Devido a sua estrutura microestruturada, a
celulose tem uma grande capacidade de imobilizar uma elevada quantidade de enzima [47,
48]. A celulose bacteriana € um biopolimero préspero na area da saude e € sintetizada por
bactérias de alguns géneros como: Gluconacetobacter, Rhizobium, Sarcina,
Agrobacterium, Alcaligenes. Esta € considerada uma celulose pura e a sua forma de
producdo reduz os custos do produto final. O polimero linear de celulose é fortemente
associado através das ligacdes de hidrogénio que sdo responsaveis pela formacéo das fibras
de celulose, nesta existem ligacdo intramoleculares que estdo associadas a rigidez desta e
ligacGes intermoleculares responsaveis pela formacao da fibra vegetal [49]. Devido a estas
caracteristicas, neste trabalho, utilizou-se celulose bacteriana como suporte de

imobilizacdo da enzima CAL B.
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1.2.2.3. Liquidos ionicos

Os liquidos iénicos normalmente sdo utilizados de trés formas diferentes: como
solventes puros, como co-solventes num sistema aquoso ou num sistema bifasico [50].
Além disso, os liquidos idnicos também podem ser utilizados como suportes de
imobilizacdo. Estes compostos sdo sais idnicos liquidos a temperaturas inferiores a 100°C,
sdo facilmente manuseaveis, e formam sistemas bifasicos com a agua o que é uma mais-
valia em sistemas biocataliticos, além disso permitem separar as enzimas do sistema
reacional com mais facilidade. No entanto a nivel industrial os liquidos i6nicos ainda nao
sdo muito utilizados por questdes econdmicas [8].

Rumbau et al. utilizaram um sistema bifésico agua/liquido iénico para imobilizarem
a enzima Horseradish peroxidase ao liquido iénico e depois misturaram o liquido i6nico
na solucdo aquosa com o0s restantes reagentes. A reacdo decorreu de acordo com o
esquema apresentado na Figura 5. Estes autores verificaram que era mais simples separar e

reutilizar a enzima devido ao sistema bifasico formado [51].

; } Agitagio Reacio Separacdo de fases

Adicdo
LI+ Enzima
o]
— —_—

Solugio
Aquosa+ o
substrato

Reutilizacio o

Recuperacéo
——————"""=" 1]+ Enzima
| Fase aquosaProduto de reacéo

1]

Figura 5 — Imobilizacdo da enzima ao liquido ionio (L1) e catalise num sistema bifasico (adaptado

[49]).

1.2.2.4.  Suportes magnéticos

Os suportes magnéticos também podem ser utilizados na imobilizacdo de enzimas
pois as suas propriedades magnéticas permitem uma rapida separacdo da mistura reacional
por aplicacdo de um campo magnético exterior [52]. Podem facilmente ser estabilizados

num reator fluidizado de fluxo continuo aplicando-se um campo magnético exterior. Como
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normalmente ndo se consegue imobilizar uma grande quantidade de enzima, 0s suportes
sdo mergulhados em polimeros organicos ou silica inorganica formando um suporte
hibrido permitindo imobilizar uma maior quantidade de enzima [8].

As nanoparticulas magnéticas apresentam mais vantagens em relacdo a outros
suportes pois apresentam uma baixa resisténcia a transferéncia de massa, resolvendo os

problemas difusionais, e tém um custo operacional baixo [52].

1.2.3. Cinética enzimatica

Uma reacdo enzimatica ocorre da seguinte forma: a enzima (E) liga-se ao substrato
(S) formando um complexo enzima-substrato (ES) necessario para a formagdo dos
produtos. Desta forma, na reacdo enzimatica, a energia necessaria para a conversdo do
reagente em produto € menor que na reacdo ndo catalisada [53]. Na Figura 6 representa a

variacao da energia livre de Gibbs (G) de uma reacdo néo catalisada (—) e catalisada (- - ).
AG, e AG, representam a energia de ativacio necesséria para a reacio, catalisada e nio
catalisada, respetivamente. A energia de ativacdo da reacdo inversa para a catalisada e nao
catalisada é dada, respetivamente por AG* e AG,. Verifica-se que a energia de ativacio

necessaria para a reacdo catalisada é inferior a energia necessaria para a reagdo nao

catalisada.

Estado de transicio

JG‘] * ._III.G_-1+
- T
4 / ’ N . JG—1 *
(5 ,_III.G-I FJ b .
h .
Estado inicial A
“\ AG
~
.
Estado final

Coordenada de reacdo

Figura 6 — Representagdo grafica da variacdo da energia livre de Gibbs (G) de uma reacdo ndo

catalisada (—) para uma reagdo catalisada (- - -) (adaptado [53] ).
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Leonor Michaelis e Maud Mentem propuseram um modelo para descrever a cinética
enzimatica que consiste em dois passos. Inicialmente a enzima liga-se ao substrato
formando o complexo ES, este é um passo reversivel e relativamente rapido [53]:

ky
E+S =&——2 ES (1)
k.1
De seguida, ocorre 0 passo catalitico em que o complexo ES sofre uma transicao

dando origem, novamente, a enzima livre e & formag&o do produto:
k>
ES—>E+P @)

Este Gltimo passo é o mais lento, ou seja é 0 passo limitante da velocidade de reacéo,
sendo assim, a velocidade de reacdo deve ser proporcional a concentragéo de ES [53].

E de referir que a enzima existe sempre na forma livre E e no complexo ES. Se a
concentracdo do substrato for pequena, a enzima livre estard em maior concentracao e a
reacdo é proporcional a concentracdo de S, pois o equilibrio da equacdo (1) é deslocado
para a formacéo de ES a medida que a concentracdo de S aumenta [53].

A velocidade maxima de reacdo (Vmax) obtém-se quando praticamente toda a
enzima estd na forma de complexo ES, e neste ponto, mesmo que se aumente a
concentracdo de substrato, a velocidade ndo se altera [53].

Durante algum tempo, depois da formacdo de ES, a concentragdo do complexo ES
mantem-se constante. Este periodo de tempo em que a concentracdo de ES se mantem
constante é denominado de estado estacionario, e € nestas condicdes que se desenvolve a
equacdo de Michaelis-Menten. Eventualmente, a reacdo entra na fase de formacdo do
produto e a concentracdo de ES comeca a decrescer gradualmente [53].

A equacdo de Michaelis-Menten traduz a variacdo da velocidade de uma reagédo
enzimatica em funcdo da concentracdo de substrato [53].

No estado estacionario:

%:0: k[E1[S]=k_[ES]+k,[ES] ©)

Sabendo que a concentracdo de enzima livre é dada por:

[E]=[E], —[ES] (4)
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A partir da substituicdo de (4) em (3) vem que:

_ ([El, —[ESDIS] _ Kk +k; _
ki([E]o —[ESDISI=k,[ES]+k,[ES] = =5 B

Ku )

onde Ky é a constante de Michaelis-Menten.
A velocidade inicial da reacdo é r,, =k,[ES], da equacdo (5) obtém-se [ES] e
substituindo na velocidade inicial vem:

- _ K[EL[S]

in KM +[S] (6)

Sabendo que a velocidade maxima ocorre quando [ES]=[E],, entdo a velocidade
méxima é ., =K,[E],, substituindo na equagéo (6) obtém-se a equacgéo (7) denominada
por equacdo de Michaelis-Menten.

_ rmé\x[S]
in = KM +[S] (7)

A partir desta equacdo, relaciona-se numericamente rma € Ky Quando ri, € metade
da rmax, 0 valor da concentracdo de substrato € o valor de Ky, (Figura 7). Sendo assim, Ky
¢ equivalente a concentragdo do substrato e indica a “afinidade” da enzima pelo substrato,

quanto menor o valor de Ky, maior sera a “afinidade” da enzima pelo substrato [53].

F 3

K, s

Figura 7 — Relacdo da velocidade de reacdo com a concentracdo do substrato de um reagédo

enzimatica [51].
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1.3. Lipases

1.3.1. Caracteristicas e aplicacdes das lipases

Neste momento, a nivel industrial, as enzimas estdo a passar pela maior fase de
pesquisa e desenvolvimento dos Gltimos anos, resultando num desenvolvimento de novos
produtos e melhoramento da performance dos processos ja existentes. Existem cerca de
4000 enzimas conhecidas mas apenas cerca de 200 sdo utilizadas a nivel comercial, sendo
a maioria de origem microbiana. E de notar que cerca de 75% do mercado enzimatico
pertence as enzimas com acdo hidrolitica, grupo que inclui as lipases [54].

As enzimas de origem microbiana sdo produzidas principalmente por fungos e
bactérias, e geralmente esta também € a escolha para a producédo da lipase. A producéo de
lipase extracelular depende das condi¢des de cultivo como a quantidade de azoto e carbono
disponiveis, a presenca de sais inorganicos que pode estimular ou inibir a producdo da
enzima, ou a disponibilidade de oxigenio dissolvido e o arejamento. Os fatores ambientais
como o pH e temperatura também sdo importantes para a producao da lipase microbiana,
sendo que o pH o6timo se situa entre 6,0 e 8,0 e a temperatura 6tima varia entre 20°C e 40
°C [55].

A lipase cuja designaco é triacilglicerol lipase (E.C. 3.1.1.3)" catalisa a hidrélise de
triacilglicerol a glicerol e acidos gordos livres, numa interface 6leo/agua, onde o substrato
lipolitico se encontra em equilibrio entre o estado monomeérico, micelar e emulsionado. A
cinética da reacdo lipolitica catalisada pela lipase ndo pode ser descrita pela equacdo de
Michaelis-Menten pois esta apenas € valida para reacdes que ocorrem em fases
homogéneas [54-56].

Para definir uma enzima lipolitica como uma verdadeira lipase sdo utilizados
principalmente dois critérios: (1) a enzima deve ser ativada na presenca de uma interface,
Ou seja, a sua atividade deve aumentar assim que se forme uma emulsao de triglicerideos e

este fendmeno denomina-se por “ativagdo interfacial”; (2) a enzima deve conter uma

! Classificacdo numérica para as enzimas, com base nas reacdes que catalisam.
2 AM-n significa Aveiro-Manchester , n=1- 4.
8 Bonicamp, J. M.;Martin, K. L.;McBride, G. R.;Clark, R. W. - Beer’s Law Is Not a Straight Line:
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superficie que proteja 0 seu centro ativo e esta “capa protetora” deve afastar-se quando esta
em contato com a interface [54].

As lipases comercializadas séo obtidas utilizando diferentes micro-organismos como
bactérias e fungos, o que é uma mais-valia a nivel comercial pois desta forma produz-se
uma grande variedade de lipases extracelulares [54]. Muitas lipases estdo ativas em
solventes orgéanicos podendo catalisar um numero elevado de rea¢des como esterificacdes,
transesterificacdes, acilacdes regiosseletivas de glicis e mentois, sintese de peptideos e
outras substancias quimicas [54, 56].

Atualmente na industria, a producdo de lipases € um negocio de milhares de milhdes
de ddlares que abrange uma grande variedade de area de aplicacdo. Estas aplicacBes
incluem sintese organica de quimicos, formulacdo de detergentes, sintese de
biotensioativos, industria oleoquimica, industria agroquimica, producdo de papel, industria
alimentar, cosméticos, processamento farmacéutico e sintese de polimeros [54, 56].

Na sintese organica de quimicos a lipase & muito utilizada devido as suas
caracteristicas e capacidades seletivas quando se tratam misturas racémicas. Outra
aplicacdo das enzimas é na esterificacdo e transesterificacdo regiosseletiva de compostos
polifuncionais [54, 57].

Devido a excelente regiosseletividade das lipases estas sdo utilizadas para a producéo
de muitos enantiomeros, como por exemplo para a producao do enantiomero S do Sulcatol
[54].

Outra inddstria na qual as lipases sdo utilizadas frequentemente € na inddstria dos
detergentes onde as enzimas tém um papel fundamental, pois diminuem significativamente
0 impacto ambiental destes. A utilizacdo de lipases permite temperaturas de lavagem mais
baixas 0 que leva a uma poupanca de energia, assim como a reducdo da quantidade de
outros componentes menos desejados nos detergentes. Além disso, as lipases sao
biodegradaveis, ndo apresentando um impacto negativo nos processos de tratamentos de
aguas residuais ou risco para a vida aquatica [54].

A utilizacdo de lipases tornou-se bastante frequente na industria alimentar moderna,
pois adequam-se bem a solventes organicos devido a sua conformacdo e propriedades
interfaciais de ativacdo e também, devido ao facto de serem de natureza ndo toxica. As

lipases sdo incorporadas na producdo de varios aromas, na producdo de queijo, para
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acelerar a sua maturagdo, e na esterificacdo de Gleos e gorduras acelerando a lipdlise da
manteiga, gorduras e natas [54, 55].

As lipases também podem ser utilizadas na construcdo de sensores para a
determinacdo de triacilglicerol tanto em diagnéstico clinico como na inddstria alimentar.
Os sensores bioquimicos utilizam enzimas ou outras proteinas imobilizadas na matriz
ligada a um transdutor. Os sensores de lipidos sdo econémicos e o tempo de analise é
menor quando comparado com 0s métodos quimicos utilizados na determinagdo de
triacilglicerol [54].

Outra aplicacdo das lipases é no tratamento de efluentes para degradagdo de 6leos e
poliésteres das aguas residuais, remocao de depdsitos de biofilmes de sistemas de agua de
refrigeracdo ou purificacdo de gases residuais provenientes de fabricas [54].

Finalmente, na industria do papel as lipases sdo utilizadas na remocdo de
componentes hidrofobicos da pasta de papel, como os triglicéridos e ceras, que causam
problemas sérios na producéo de papel [56].

A Candida antartica lipase B (CAL B) foi a enzima selecionada para este trabalho.
Existem varios estudos para a aplicacdo desta enzima em diferentes industrias como a
industria alimentar, farmacéutica, producédo de quimicos, cosmética, entre outras. A CAL B
é utilizada em reagdes de transesterificacdo e esterificacdo de fendis funcionais
sintetizando antioxidantes que podem ser adicionados na producéo do 0leo de girassol [54]
e na sintese de maltose e glucose [55]. Na industria farmacéutica a CAL B ¢ aplicada na
policondensacdo de poliésteres alifaticos [58] e producdo de medicamentos anti-
inflamatérios como os profenos [59]. A CAL B também € utilizada para a catélise da
lipofilizacdo de acidos fendlicos, que sdo antioxidantes biologicamente ativos, e podem ser
aplicados na industria farmacéutica, cosmética e alimentar [60] e utilizada na producédo de
biodiesel [61].

1.3.2. Aplicacgdes de lipases em microrreatores

Na literatura encontram-se diversos processos em que se testou a utilizacdo de
lipases imobilizadas em microrreatores. Os dados obtidos incluem diferentes tipos de
suportes e diferentes métodos de imobilizacdo e sdo revistos na Tabela 1.

A Tabela 1 apresenta alguns processos de aplicacdo de lipases em microrreatores.

Dos processos mencionados na tabela, estdo presentes casos em que a lipase esta
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imobilizada em diferentes suportes ou esté livre no seio de um fluido. No caso do artigo da
referéncia [24] o processo baseia-se numa reagdo em cascata, onde sdo utilizadas trés
enzimas diferentes e duas delas foram imobilizadas por ligacdo covalente. Este processo
permite um controlo apertado das condi¢cGes de reacdo, caso ocorra a desnaturacdo de
enzima esta pode facilmente ser substituida sem ser necessario mudar o capilar ou a fracdo
de ADN e também é um sistema que pode ser reutilizado.

Nos artigos [62-64], os autores imobilizaram a lipase por adsorgdo em suportes de
silica e verificaram que atividade da enzima se manteve durante 24 h de utilizagdo
continua, que a enzima apresentou uma estabilidade térmica durante longos tempos de
reacdo e também que as conversbes obtidas eram elevadas. Também se imobilizou a
enzima por adsor¢do numa membrana de PES e verificou-se que a enzima apresentou boa
estabilidade e durante 12 h de operagdo continua ndo houve perda de atividade [65]. No
artigo da referéncia [66] a enzima foi imobilizada por adsorcao iGnica numa resina fendlica
macroporosa e 0s autores verificaram que a atividade da enzima pode ser melhorada pois
esta depende da quantidade de agua presente no sistema, e verificaram que o controlo dos
produtos de reacao é preciso.

A imobilizacdo em poli (&cido meta-acrilico) por ligacdo covalente foi estudada por
Costantini e os seus colaboradores [67] e verificou-se que 0 nimero de grupos acidos
utilizados para a ligagdo com a enzima depende da espessura do filme de polimero, desta
forma é possivel controlar a quantidade de enzima imobilizada.

Os artigos das referéncias [68-70] apresentam a enzima imobilizada por
encapsulacdo em diferentes materiais, silica mesoporosa, particulas ceramicas, diatomite e
resina acrilica, neste caso verificou-se um aumento da estabilidade e resisténcia enzimatica
relativamente as mudancas de temperatura e pH e aos solventes organicos.

Plazl et al. (2008) estudaram a sintese de acetato de isoamilo, numa operagdo em
continuo, num microrreator para os sistemas bifasicos de adgua/n-hexano e de 1-butil-3-
metilpiridinio dicianamida /n-heptano, em ambos 0s casos a enzima ndo foi imobilizada
mas a reciclagem e a reutilizacdo do catalisador foi possivel devido & formacdo de duas
fases [71-73]. Segundo os autores o processo do sistema bifasico liquido idnico/n-heptano
revelou ser uma ferramenta promissora para esterificacdes industriais devido ao aumento

da atividade enzimatica e a facil reutilizacdo do catalisador [73].
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Tabela 1 — Processos de aplicacdo de lipases em microrreatores.

Microrreator Lipase Suporte para Método de Tipo de processo Ref
imobilizacdo imobilizacdo '
Microrreator CALB Reagdo em cascata com
capilar Silica Ligacdo covalenteao | CAL B, Horseradish [24]
ADN peroxidase e a Glucose
oxidase
Microrreator Lipase de Reacdo enzimética
capilar Phycomyces continua para a
nitens Silica Adsorcio hidrélise de 4-nitrofenil | [62,
mesoporosa ¢ acetatoe a 63]
transesterificagdo de
(£)-1-feniletanol
Microrreator CAL Ae CAL Mondlitos de S Reacdo de hidrdlise do
capilar B silica ;rg:(?rgézagao por 4-nitrofenil butirato [64]
macroporosa
Microrreator de Lipase AK de Transesterificacdo de
membrana Pseudomonas trioleina para a
E?;;:sezcsgsde Membrana de Imobilizagdo por producao de lodiese
polietersulfona x [65]
Pseudomonas adsorgao
; (PES)
cepacia e
Lipase AY de
Candida rugosa
Microrreator - Lipase de | - Reacéo gasosa de
L h mobilizada sobre A
combinacdo de um | Aspergillus - 1 hidrdlise de acetato de
reservatorio de oryzae Resina fendlica | Umaresina fenolica etilo
vidro com um macroporosa Mmacroporosa [66]
capilar para o fluxo hidrofi I'C? por
adsorcgo ionica
gasoso
Microrreator Lipase de Ligacdo covalente da | Hidrolise de 4-nitrofenil
microestruturado Candida rugosa Poli (4cido enzima com o grupo acetato
tipo (VI1I) - acido carboxilico do [67]
meta-acrilico) o
poli (&cido meta-
acrilico)
Capilar CALB S Reacdo de hidrolise do
'r:r:it::rri)ggt(r:jtura d Imobilizagdo 4-nitrofenil butirato e [5,
P covalente sintese do laurato de 27]
a de silica. buti
utilo
Microrreator Lipase Silica Imobilizag&o por Reacdo enzimética para | [68,
capilar mesoporosa encapsulacdo a hidrélise de glicerol 69]
Microrreator CAL B e Lipase | Particulas Reacéo continua de
capilar de ceramicas, acilagdo do isopropanol
Pseudomonas diatomite ou rEer;;::upIZU?Omento € com acetato de vinil. [70]
cepacia resina acrilica ¢
Microrreator em CALB Sintese de acetato de
forma de Y isoamilo num sistema
produzido por bifasico 4gua/n-hexano | [71]
processos de
microproducédo
Microrreator em CALB Sintese de acetato de
forma de Y isoamilo num sistema [72
produzido por bifasico 1-butil-3- 73]’

processos de
microproducédo

metilpiridinio
dicianamida/n-heptano

27




2. Materiais e Métodos

2.1.Reagentes, matérias-primas e aparelhos utilizados

2.1.1. Enzima

A enzima utilizada foi a Candida antartica lipase B produzida por Aspergillus niger
(Sigma, L3170).

2.1.2. Suportes de imobilizacéo

Como suportes de imobilizagdo utilizaram-se 0s microcristais de titanossilicato
lamelar AM-1 e a celulose bacteriana.

As microparticulas de titanossilicato AM-1° (Figura 8 - A) foram cedidas pelos
orientadores e a sua sintese é descrita na referéncia [43].

As membranas de celulose bacteriana (Figura 8 - B) foram produzidas no
CICECO/UA por uma cultura da bactéria Gluconacetobacter sacchari a 30 °C durante 48
h, em condicOes estaticas durante 5 dias, em meio liquido contendo 20 g/L glucose, 5 g/L
peptona, 5 g/L extrato de levedura, 2,7 g/L Na2HPO4 e 1,15 g/L &cido citrico [74]. As
membranas foram depois lavadas trés vezes com solu¢cdo NaOH 0.5 M a 80 °C durante 1h
até estabilizacdo do pH. Posteriormente efetuou-se uma lavagem com lixivia 1% durante 2
h, e os vestigios de lixivia foram removidos com agua destilada. Finalmente, as membranas

foram congeladas e posteriormente liofilizadas.

Figura 8 — A: Microparticulas de titanossilicato AM-1;

B: Membrana de celulose bacteriana

2 AM-n significa Aveiro-Manchester , n=1- 4.
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2.1.3. Reagentes

Os produtos quimicos utilizados neste trabalho foram: 3-aminopropil trietoxissilano
(Sigma-Aldrich, A3648), acido acético glacial (Panreac), &cido cloridrico (Acros), acido
laurico (Sigma-Aldrich, W261408), cloreto de sodio (Carlo Erba), fosfato dissddico
(Sigma, S5136), fosfato monossédico (Sigma, S5011), hidroxido de sédio (Acros), Kit
medicdo da proteina total modificado por Onishi & Barr (Sigma, TP0200), solucéo de p-
nitrofenol (Sigma, N7660), p-nitrofenil butirato (Sigma, N9876), solucdo de glutaraldeido
50% (Sigma- Aldrich, G7651) e cianoborohidrido de sddio (Sigma-Aldrich, 156159). Os
solventes utilizados foram: acetonitrilo (Fisher scientific) e agua ultrapura.

2.1.4. Equipamento

Os aparelhos utilizados durante o trabalho foram:

e centrifuga Rotofix 32 A;

e espectrofotometro UVmini-1240;

e Dbalanca analitica Precisa 125 A,

e placa de agitacdo magnética Agimatic-N;

e microscopio eletronico de varrimento Hitachi S4100/SU-70.

2.2.Meétodos de imobilizacédo

2.2.1. Imobilizacéo por adsorcédo

Para a imobilizacdo por adsorcdo nas microparticulas de titanossilicato AM-1,
preparou-se uma solucdo de CAL B de 4 mg/mL em tampéo fosfato de sddio 0,01 M e pH
7. No caso da imobilizacdo em celulose bacteriana, preparou-se uma solucdo de 4 mg/mL
em tampao fosfato de sddio 0,05 M e pH 7. Posteriormente, as solu¢bes foram colocadas
em contato com a mesma quantidade de cada um dos suportes (0,028 g), sob agitacdo e a
temperatura ambiente, durante 7,5 h, 8,0 h, 16,0 h para 0o AM-1 e 3,0 h e 18,0 h para a
celulose bacteriana. Por fim, os suportes foram lavados com o tampdo fosfato de sédio pH
7.
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2.2.2. Imobilizacéo por ligacéo covalente
2.2.2.1. Imobilizagido em titanossilicato AM-1

O processo de imobilizagdo covalente de CAL B no titanossilicato AM-1 foi
efetuado com o procedimento descrito por Mugo et al. (2010) desenvolvido para a
imobilizacdo de lipase B de Candida antartica em fibras microestruturadas de silica [5].
Este procedimento baseia-se no método do glutaraldeido para a imobilizagdo das enzimas e

apresenta-se esquematicamente na Figura 9.
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Figura 9 — Representacdo esquematica do processo de imaobilizacdo (adaptado [5]).

O processo iniciou-se com a adicdo de 0,0280 g de suporte para a imobilizacdo num
porta-amostras, adicionaram-se 5 mL de uma solucdo de 20% de 3-aminopropil
trietoxissilano (APTES) (2mL de APTES, 3 mL de &cido acético e 5 mL de agua
ultrapura). A mistura foi agitada a 300 rpm durante 4 h e, passado este tempo, desligou-se
a agitacdo e deixou-se a repousar durante a noite. Apds este periodo, os suportes foram
lavados trés vezes com uma solucdo tampdo de fosfato de sodio (0,01M, pH 7),

centrifugando-se, para se separar as fases, a 6000 rpm e durante 5 a 10 minutos. De
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seguida adicionaram-se 5 mL de uma solugdo 5% de glutaraldeido em tampéo fosfato
(0,01M, pH 7) ao suporte sob agitacdo e deixou-se reagir durante 4 h. Apds este periodo as
particulas foram novamente lavadas. Finalmente procedeu-se a imobilizacdo da enzima,
adicionando-se ao suporte 5 mL de solucdes de CAL B de concentragdo 8 mg/mL e 4
mg/mL em 1% de sddio cianoborohidrido (NaCNBH3) em tampédo fosfato de sddio
(0,01M, pH 7). A mistura foi agitada a 300 rpm testando-se dois tempos de reacdo, 15,0 h,
16,0 h e 24,0 h. Apbs este tempo os suportes contendo a enzima imobilizada foram
recolhidos e lavados.

2.2.2.2. Imobilizagdo covalente em celulose bacteriana

O processo de imobilizacdo covalente de CAL B em celulose bacteriana foi efetuado
de acordo com o procedimento descrito por Carneiro-da-Cunha et al. (1999) desenvolvido
para a imobilizacdo de Candida Rugosa (Tipo VII) em celulose e derivados de celulose
[48].

Prepararam-se segmentos de celulose bacteriana,
com comprimento entre 1-2 cm e espessura de 1 a 3
mm, como mostra a Figura 10, e em cada porta
amostras colocaram-se 0,0280 g destes segmentos de
celulose.

Posteriormente foi preparada uma solucdo de 10

mL de periodato de sodio 0,5 M e colocou-se nos porta-

amostras que continham a celulose com agitacio Figura 10 — Celulose bacteriana
durante 90 min na auséncia de luz. No final lavou-se a  PréParada para aimobilizagdo.
celulose com agua destilada trés vezes. Entretanto foi

preparada uma solucdo de CAL B, 2 mg/mL, em tampéo fosfato de sddio 0,05 M e pH 7
onde a celulose foi imersa com agitacdo a temperatura ambiente. Testaram-se dois tempos
distintos de contacto entre a celulose e a enzima, 3,0 h e 18,0 h. No final do processo de
imobilizacdo tratou-se o suporte-enzima durante 10 minutos, de forma a reduzir a ligacdo
imina a amina e assim garantir uma maior estabilidade, numa solucdo de 0,5 M de sodio
cianoborohidrido em tampao fosfato 0,05 M, pH 7. No final o suporte com a enzima foi

lavado com tampédo fosfato 0,05 M, pH 7.
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2.3.Determinagdo da quantidade de enzima imobilizada

Para a determinacdo da quantidade de enzima imobilizada utilizou-se o Kit de Onishi
& Barr que se baseia na aplicacdo do método de Lowry modificado. O procedimento que
se segue foi adaptado a partir do procedimento que se encontrava no boletim técnico que
acompanhava o kit [75]. As amostras foram diluidas com uma solucéo de NaCl 0,85 % de
modo a que a concentracdo de proteina se situasse entre 150-1000 pg/mL. Num tubo de
ensaio adicionaram-se 0,2 mL de amostra diluida e 2,2 mL do reagente Biuret, agitou-se
bem e deixou-se em repouso a temperatura ambiente durantel0 minutos. Em seguida
adicionaram-se 0,1mL de reagente Folin & ciocalteau’s phenol e agitou-se bem e deixou-
se repousar durante 30 minutos a temperatura ambiente. No final leram-se as absorvéncias
usando o branco como referéncia a 728 nm e determinou-se a concentracdo de proteina
(Mg/mL) para cada amostra a partir da curva de calibracdo, para o valor real da
concentracdo, o valor anterior foi multiplicado pelo fator de diluicdo adequado. A
quantidade de enzima imobilizada corresponde a diferenca entre a quantidade de enzima
presente antes do processo de imobilizacéo e a quantidade presente ap0s 0 processo.

A curva de calibracdo foi determinada ap0s a medicdo da absorvéncia de solucdes de
proteina padrao diluidas, preparadas a partir da solucdo de proteina padrdo, 100 mg/mL de
modo a obter concentragdes no intervalo entre 0 e 1000 e sujeitas a procedimento
experimental semelhante ao das amostras (Anexo A). A curva de calibracdo obtida
representando o logaritmo da absorvéncia em funcdo do logaritmo da concentracdo da

proteina é a seguinte:

log(Absorvéncia) = (0,846 + 0,0473) x log([Proteina]) — (2,454 + 0,1300) (8)

R?=0,9938

2.4.Determinacéo da atividade de CAL B

A atividade da enzima foi determinada com base na reacdo de hidrélise do p-
nitrofenil butirato (p-NPB), a temperatura ambiente (24°C), e a absorvéncia foi lida a 410
nm.

A reacdo de hidrolise é descrita pela seguinte reacdo quimica:

p — NPB + H20 — p — NP + acido butirico
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e considera-se que uma unidade de enzima (U) € a quantidade de enzima necessaria
para formar 1 pmol de p-NP por minuto.

Inicialmente preparou-se uma solucdo de p-NPB, 3,4mM, em acetonitrilo e tampé&o
fosfato de sddio 0,01 M e pH 7 numa proporcdo de 1:1 (v/v) que foi utilizada para todos os
ensaios. Na determinacédo da atividade da enzima livre adicionou-se 2480 uL da solucéo de
substrato (p-NPB) e 20 uL de enzima, com uma concentracdo de 0,048 g/mL, a célula de
quartzo, agitou-se e colocou-se imediatamente no espectrofotometro iniciando-se a leitura
da absorvéncia de 10 em 10 segundos até ao momento em que a absorvéncia comecou a

estabilizar.

No caso da CAL B imobilizada, colocou-se o suporte com a enzima em contacto com
5 mL da solucdo de substrato e para uma mesma condi¢cdo experimental, De modo a evitar
oscilagdes de volume, cada tempo de amostragem correspondeu a paragem de uma reagao
enzimatica nas mesmas condicdes das restantes amostras. Os valores de absorvéncia
obtidos foram convertidos em valores de concentragdo de p-NP ao longo do tempo de

reacao utilizando a seguinte curva de calibracéo:

Absorvéncia = (8,389 + 0,315) X [p — NP] 9)
R°=0,994
Para isso preparam-se solucdes de p-Nitrofenol com concentracdes entre 0,0100 mM
e 0,100 mM (Anexo B) e as absorvéncias foram lidas a 410 nm.
A atividade por massa de suporte e a atividade especifica da CAL B determina-se

utilizando as seguintes equaces, respetivamente.

Atividade = g (10)

massa do suporte (g)

Atividade Especifica = Y (11)

massa da enzima (mg)
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2.5. Determinacao da atividade das particulas de titanossilicato AM-1

Para verificar se a hidrélise do p-NPB é influenciada pelo AM-1, realizou-se um
ensaio apenas com AM-1, sem CAL B. O ensaio foi realizado com as mesmas condicdes
de operacéo utilizadas para determinar a atividade da CAL B, secédo 2.4.

2.6. Microscopia eletrénica de varrimento

Foram realizadas analises por microscopia eletronica de varrimento (SEM) aos
suportes de imobilizacdo antes de depois da imobilizacdo da CAL B, para verificar a
morfologia dos microcristais do AM-1 e dos filamentos de celulose microbiana num
microscopio eletronico de varrimento Hitachi S4100/SU-70. Em todas as amostras
depositou-se uma camada de carbono para a realizacdo da analise e utilizou-se um

potencial de aceleracdo de 10,0 kV.
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3. Analise e discussao de resultados

3.1.Determinacéo da atividade da CAL B Livre

Este trabalho iniciou-se com a determinacéo da atividade da CAL B livre. Este valor
de atividade serviu como controlo na avaliacdo da atividade da enzima apds aplicacdo das
técnicas de imobilizacdo. Esta atividade foi determinada utilizando a reacéo de hidrolise do
p-nitrofenil butirato (p-NPB) e as condi¢fes de reagdo foram as mencionadas na secgéo
2.4. O ensaio foi replicado trés vezes e, por isso, os valores de absorvéncia apresentados na

Figura 11 sdo valores médios.
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Figura 11 - Variacdo temporal da absorvéncia de p-NP durante reacdo de hidrolise para o estudo

da atividade da enzima livre.

Os resultados da Figura 11 mostram que a absorvéncia aumentou aproximadamente
até aos 150 segundos e em seguida comecou a estabilizar. A determinacdo da atividade foi
obtida com os valores de concentracdo até aos 70 segundos apds conversdo dos valores de
absorvéncia utilizando a reta de calibracdo para o p-nitrofenol (p-NP), equacéo (9), como

se apresenta na Figura 12.
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Figura 12 — Variacdo da concentracdo do p-NP ao longo da reacédo de hidrélise para o estudo da
atividade de CAL B livre.

O ajuste linear obtido foi o seguinte:
[p — NP] = (1,20 £ 0,021) x 1073 x t + (1,92 4 0,087) x 1072 (12)
R?=0,9982

O declive da reta corresponde a velocidade inicial da reacdo enzimatica e o seu valor
foi de (1,20 + 0,021)x10° mM/s. A partir deste valor calculou-se a atividade especifica da
CAL B obtendo-se o valor de (7,50 + 0,331)x10"® U/mg-proteina.

3.2.Ensaios com CAL B imobilizada

Depois de determinada a atividade da enzima livre, realizaram-se 0s ensaios de
imobilizacdo da CAL B por adsorcdo e por ligacdo covalente aos diferentes suportes:
microparticulas de titanossilicato AM-1 e celulose bacteriana. A quantidade de enzima

imobilizada e a respetiva atividade foram determinadas.
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3.2.1. Titanossilicato AM-1 como suporte de imobilizagdo

3.2.1.1 Imobilizacéo por adsorgéo

Para estudar a imobilizagdo da CAL B por adsorcdo realizaram-se 4 ensaios em que

se estudou tempo de imobilizacéo e a concentragdo de CAL B inicial, como se apresenta na

Tabela 2. Todos os ensaios foram realizados para uma massa de suporte de 0,0280 g.

Tabela 2 — Resultados obtidos nos ensaios de imobilizacdo por adsor¢ao em titanossilicato AM-1.

Ensaio | Tempode | Absorvéncia | [Enzima | [Enzima]o [Enzima N
imobilizagao + 0,001 em (mg/mL) | Imobilizada] | (%)
(h) solucéo] (mg/mL)
(mg/mL)

1 7,5 0,382 2,04 4,03 1,99 49,3

2 7,5 0,379 4,06 7,97 3,91 49,1

3 8,0 0,333 1,74 4,00 2,26 56,5

4 16,0 0,359 1,90 3,84 1,94 50,4

Comparando os ensaios efetuados durante 7,5 h mas com duas concentracdes
diferentes de enzima inicial, 4,03 mg/mL e 7,97 mg/mL, verificou-se que o rendimento
final foi muito semelhante, 49,3 % e 49,1 %, embora a quantidade de enzima imobilizada,
no ensaio 2 fosse uma quantidade maior. A alteracdo do tempo de imobilizacdo de 7,5 h
para 8 h, resultou num aumento do rendimento de imobilizacdo para 56,5%. No entanto
este aumento do rendimento com tempo de imobilizacdo ndo se confirmou quando se

aumentou o tempo para 16h, tendo-se obtido um valor de 50,4%.

De seguida determinou-se a atividade da CAL B imobilizada por adsor¢cdo em AM-1.
O suporte-enzima utilizado para a determinacdo da atividade da CAL B corresponde a
enzima imobilizada em AM-1 indicada no ensaio 2 da Tabela 2. Os ensaios foram
realizados a temperatura ambiente (24°C), a um pH 7,0, com agitacdo e as absorvéncias
foram lidas a 410 nm. E de notar que estas condices foram as mesmas para todos os
ensaios realizados para a determinacdo da atividade da CAL B livre ou imobilizada. Os
resultados obtidos apresentam-se na Figura 13, o ensaio decorreu durante 55 minutos até a
concentracdo se manter aproximadamente constante, indicando que a reacdo terminou. Aos
valores de concentracdo de p-NP até aos 35 minutos foi ajustada uma reta de modo a

calcular a velocidade de reacéo.
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Figura 13 - Variacdo da concentracdo de p-NP durante a reagdo catalisada pela CAL B imobilizada

por adsor¢do em titanossilicato AM-1.

O ajuste linear obtido foi o seguinte:
[p — NP] = (1,50 £ 0,120) X 1073 X t + (1,59 £ 0,274) x 1072 (13)
R?=0,9874

O declive da reta corresponde a velocidade inicial da reacdo enzimatica e o seu valor
foi de (1,50 + 0,120)x10° mM/min. A partir deste valor calculou-se a atividade da CAL B
obtendo-se o valor de (2,68 + 0,232)x10" U/g-suporte e também a atividade especifica
obtendo-se o valor de (3,84 + 0,732)x10™ U/mg-proteina.

Assim como se estudou a gquantidade de enzima adsorvida, também se estudou a
quantidade de enzima que é dessorvida das particulas de AM-1, pois a dessor¢do € um dos
principais problemas desta técnica de imobilizacdo. Além disso, os valores de atividade
obtidos foram inferiores aos valores de atividade obtidos para a enzima imobilizada por
ligacdo covalente sendo a quantidade de enzima imobilizada praticamente a mesma, 49,1%
para a enzima imobilizada por adsorcao e 52,4 % para a enzima imobilizada por ligacao
covalente. Como foi referido na sec¢do 1.2.1.1, um dos problemas da técnica de
imobilizacdo por ligacdo covalente € que muitas vezes a enzima perde atividade ou pode

mesmo ficar inativa durante a imobilizacéo.
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Na Tabela 3, estdo apresentados os resultados obtidos para um ensaio, em que se
verificou a quantidade de enzima que foi dessorvida apds a lavagem as particulas de AM-1
com CAL B imobilizada por adsorgé&o.

Tabela 3 — Resultados da quantidade de CAL B dessorvida das particulas de AM-1.

Vsoiugao | Absorvéncia | [Enzima]o [Enzima em im[fbrzlzilzrgga]
(mL) +0,001 (mg/mL) | solugéo] (mg/mL) (mg/mL)
Solucéo
enzimatica | 20 0,381 3,84 2,04 1,80
13 avagem | 5,0 0,375 2,50x10™" 1,55
22 Lavagem | 5,0 0,244 1,51x10™" 1,40
3 Lavagem | 5,0 0,160 9,15%10% 1,31

A partir dos resultados apresentados na Tabela 3, verificou-se que durante a lavagem
do suporte ocorria a dessorcdo de CAL B. Inicialmente a concentracdo de CAL B
imobilizada era 1,80 mg/mL e no final das lavagens a concentragdo foi de 1,31 mg/mL.
Isto corresponde a uma perda de massa de CAL B de 27,2 %.

A ocorréncia de dessorcdo da enzima € um problema frequentemente discutido na
literatura. Knezevic e Obradovic (2004) imobilizaram a lipase de Candida rugosa a uma
membrana de fibra oca hifrofilica por adsorcdo e verificaram uma perda de massa de 60%
[76]. Lu et al. (2012) imobilizaram a lipase de Candida sp. 99-125 numa membrana téxtil e
verificou-se que a principal causa da perda de atividade da enzima era a dessorcdo desta
quando o meio de reacdo era aquoso [77]. A dessorcao foi minimizada, quando utilizaram

um meio de reacdo hidrofébico.

3.2.1.2 Imobilizacédo de CAL B por ligacéo covalente

A imobilizacdo por ligacdo covalente, como foi mencionado na revisao bibliogréfica,
€ outra técnica utilizada para a imobilizacdo de enzimas, por isso aplicou-se esta técnica
para imobilizar a CAL B as particulas de titanossilicato AM-1. Para isso, realizaram-se 4
ensaios em que se testou a influéncia do tempo de imobilizacdo e a concentracdo da

enzima em solucdo. Os resultados obtidos apresentam-se na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados da quantidade de enzima imobilizada e eficiéncia do processo de

imobilizagdo por ligacdo covalente a particulas de AM-1

Tempo de [Enzima em [Enzima n
imobilizagdo | Absorvéncia| solugéo] [Enzima], | Imobilizada] | (%)
Ensaio (h) +0,001 (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
1 15,0 0,358 3,79 7,97 4,18 52,4
2 16,0 0,365 1,94 4,03 2,09 51,9
3 24,0 0,319 1,65 4,03 2,38 59,0

Comparando os ensaios, 2 e 3, efetuados durante 16,0 h e 24,0 h mas com a mesma
concentragdo de enzima inicial, 4,03 mg/mL, verificou-se um aumento de 7,1 % do
rendimento de imobilizagdo em oito horas. Comparando os ensaios, 1 e 2, efetuados
durante 15,0 h e 16,0 h com concentracdes de enzima inicial de 7,97 mg/mL e 4,03
mg/mL, respetivamente, verificou-se que o rendimento de imobilizacdo praticamente nao
se alterou.

Comparando com o valor obtido por Mugo et al. imobilizando CAL B numa fibra
microporosa de silica, 5,62 mg/mL, ap0s 24 h de reacdo verifica-se que os resultados
obtidos experimentalmente foram inferiores [5]. Isso pode justificar-se com a diferenca
entre os suportes utilizados na imobilizacdo. Ambos os suportes contém grupos silanol
para que se realize a imobilizagdo covalente mas ndo significa que estejam na mesma

proporgdo em ambos 0s suportes.

De seguida determinou-se a atividade da CAL B imobilizada por ligacdo covalente
nas particulas de AM-1. O suporte-enzima utilizado para a determinacdo da atividade da
CAL B corresponde a enzima imobilizada em AM-1 indicada no ensaio 1 da Tabela 4. As
condicdes de operagdo deste ensaio sdo as mesmas utilizadas nos ensaios anteriores. Os
resultados obtidos apresentam-se na Figura 14. O ensaio decorreu durante 45 minutos até a
absorvéncia se manter aproximadamente constante, indicando que a reacdo terminou. Aos
valores de concentracdo de p-NP até aos 25 minutos foi ajustada uma reta de modo a

calcular a velocidade de reacao.
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Figura 14 — Variacdo da concentracdo de p-NP durante a reacdo catalisada pela CAL B

imobilizada por ligacdo covalente em titanossilicato AM-1.

O ajuste linear obtido foi o seguinte:
[p— NP] = (3,50 + 0,130) x 1073 X t + (6,60 + 2,404) x 1073 (14)
R?=0,9959

O declive da reta corresponde a velocidade inicial da reacdo enzimatica e o seu valor
foi de (3,50 + 0,130)x10 mM/min. A partir deste valor calculou-se a atividade da CAL B
obtendo-se o valor de (6,25 + 0,273)x10™" U/g-suporte e também a atividade especifica

obtendo-se o valor de (8,38 + 1,377)x10™ U/mg-proteina.

Para comprovar que a hidrolise do p-NPB néo era influenciada de forma significativa
pelas particulas de AM-1 realizou-se um ensaio apenas com as particulas de AM-1 sem
enzimas. Na Figura 15 estdo representados os dados obtidos para as quatro reacoes, reacdo
apenas com as particulas de AM-1, reacdo com a enzima imobilizada por adsorcdo, por

ligacdo covalente e a reacdo com a enzima livre.
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Figura 15 — Variacdo da concentracdo de p-NP para as diferentes rea¢fes em que se utilizou CAL

B imobilizada no suporte AM-1.

A partir dos dados apresentados na Figura 15, verificou-se que a reacdo sem enzima
foi muito mais lenta quando comparada com as reacdes na presenca da CAL B. A
morfologia dos microcristais de AM-1 foi analisada por SEM, antes e depois da

imobilizacdo, e é apresentada na Figura 16.
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Figura 16 - Analise SEM ao AM-1: (A) Antes da imobilizacdo, (B) Depois da imobilizacdo de
CAL B por adsorc¢éo e (C) Depois da imobilizacdo de CAL B por ligacdo covalente.

Na Figura 16 (A) verificou-se que este é lamelar como ja foi referido anteriormente,
e na Figura 16 (B) e (C) verificou-se a estrutura apds a imobilizacdo da enzima, sendo

assim, a enzima é imobilizada a superficie do suporte pois este ndo é poroso.

3.2.2. Celulose bacteriana como suporte de imobilizacéo
3.2.2.1 Imobilizacéo por adsorcao

Para a imobilizacdo da CAL B por adsorcdo, na celulose bacteriana, realizaram-se 2
ensaios para analisar o rendimento de imobilizacdo com a variacdo do tempo de
imobilizacdo como se apresenta na Tabela 5. Os ensaios foram todos realizados com uma

massa de suporte de 0,0280 g.
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Tabela 5 - Quantidade de enzima adsorvida e rendimento de processo de imobilizagdo em celulose

bacteriana.
Ensai _Tempo d? Absorvéncia [Enzim:a em [Enzima]0 [En_z_ima nl
nsaio | imobilizagéo +0.001. solucéo] (mg/mL) Imobilizada] (%)
(h) - (mg/mL) (mg/mL)
3,0 0,625 0,954 2,02 1,06 52,7
18,0 0,594 0,900 2,02 1,12 55,3

Para o primeiro ensaio, retirou-se amostras da solugdo enzimatica ap6s 3,0 h e
obteve-se rendimento de imobilizagdo de 52,7 %. No segundo ensaio, retirou-se amostras
da solucdo enzimatica ap6s 18,0 h e obteve-se um rendimento de 55,3 %. Ou seja 0
prolongamento do tempo de imobilizacdo ndo conduziu a um aumento significativo do
rendimento do processo, indicando que 3 h é o tempo suficiente para que a adsorc¢ao ocorra
de forma eficiente.

No seguimento do trabalho determinou-se a atividade da CAL B imobilizada por
adsorcdo na celulose bacteriana para 0 ensaio 1 da Tabela 5. Como ja foi referido
anteriormente as condicGes de operacao para a determinacdo da CAL B imobilizada foram
as mesmas utilizadas para os ensaios anteriores. Os resultados obtidos apresentam-se na
Figura 17. O ensaio decorreu durante 65 minutos até a concentracdo se manter
aproximadamente constante, indicando o final da reacdo. Aos valores de concentracéo de

p-NP até aos 55 minutos foi ajustada uma reta de modo a calcular a velocidade de reacéo.
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Figura 17 — Variacdo da concentracdo de p-NP durante a reacdo catalisada pela CAL B

imobilizada por adsor¢éo em celulose bacteriana.

O ajuste linear obtido foi o seguinte:
[p — NP] = (1,514 0,048) x 1072 x t + (0,10 + 0,016) (15)
R*=0,996

O declive da reta corresponde a velocidade inicial da reacdo enzimatica e o seu valor
foi de (1,51 + 0,048)x10% mM/min. A partir deste valor calculou-se a atividade da CAL B
obtendo-se o valor de 3,24 + 0,141 U/g-suporte e também a atividade especifica obtendo-
se 0 valor de (8,53 + 1,393)x10"® U/mg-proteina.

Tal como foi efetuado para as particulas de AM-1, também se estudou a
possibilidade de ocorrer dessorcdo da CAL B da celulose bacteriana. Na Tabela 6
apresentam-se 0s dados obtidos para um ensaio, em que se verificou a quantidade de
enzima que foi dessorvida sempre que a celulose bacteriana foi lavada ap6s a imobilizacao
da CAL B.
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Tabela 6 — Resultados da quantidade de CAL B dessorvida da celulose bacteriana.

Vsoiugao | Absorvéncia | [Enzima]o [Enzima em im[clfbrzlzilzrgga]
(mL) + 0,001 (mg/mL) | solugédo] (mg/mL) (mg/mL)
Solucdo 5 0,366 3,84 1,95 1,89
enzimatica
12_avagem 5 0,340 2,23x10™ 1,67
22 Lavagem 5 0,177 1,03x10™ 1,57
3% Lavagem 5 0,125 6,83%10" 1,50

A partir dos resultados apresentados na Tabela 6, verificou-se que durante a lavagem
do suporte ocorria a dessorcdo de CAL B. Inicialmente a concentragdo de CAL B
imobilizada era 1,89 mg/mL e no final das lavagens a concentragdo foi de 1,50 mg/mL.
Isto corresponde a uma perda de massa de CAL B de 20,6 %. E uma perda de massa um
pouco inferior a perda verificada nas particulas de AM-1 mas que influencia de forma

significativa a perda de atividade da CAL B.

3.2.2.2 Imobilizacéo de CAL B por ligacéo covalente
Para a imobilizacdo da CAL B por ligacdo covalente, na celulose bacteriana,
realizou-se um ensaio para analisar o rendimento de imobilizagcdo com a variacdo do tempo
de imobilizacdo, Tabela 7. Todos 0s ensaios foram realizados com uma massa de celulose
bacteriana de 0,0280 g.

Tabela 7 — Resultados da quantidade de enzima imobilizada e rendimento do processo de

imobilizagdo por ligagdo covalente a celulose bacteriana.

Tempo de [Enzima [Enzima n
.. PO 9¢ 1 Apsorvéncia em [Enzima]o - (%)
Ensaio | imobilizacdo N ~ Imobilizada]
h) + 0,001 solucdo] | (mg/mL) (mg/mL)
(mg/mL)
1 3,0 0,791 1,25 2,02 0,77 38,0
2 18,0 0,799 1,26 2,02 0,75 37,3

A partir dos resultados apresentados na Tabela 7, verificou-se que o rendimento de

imobilizacdo foi de 38,0 % e 37,3 % para 3,0 h e 18,0 h, respetivamente. Com o0 aumento
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do tempo de imobiliza¢do de 15,0 h o rendimento diminuiu 0,7 %, verificando-se que 3h é
o tempo suficiente para que o processo decorra.

No seguimento do trabalho determinou-se a atividade da CAL B imobilizada por
ligacdo covalente na celulose bacteriana para as mesmas condigcdes de operacdo referidas
anteriormente. O suporte-enzima utilizado para a determinacdo da atividade da CAL B
corresponde a enzima imobilizada em celulose bacteriana indicada no ensaio 1 da Tabela
7. Os resultados obtidos apresentam-se na Figura 18, o ensaio decorreu durante 55 minutos
até a absorvéncia se manter aproximadamente constante, indicando que a reacdo terminou.
Aos valores de concentracdo de p-NP até aos 45 minutos foi ajustada uma reta de modo a
calcular a velocidade de reagéo.
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Figura 18 - Variacdo da concentracdo do p-NP durante da reacdo catalisada pela CAL B

imobilizada por ligagdo covalente em celulose bacteriana.

O ajuste linear obtido foi o seguinte:
[p — NP] = (2,62 4+ 0,120) X 1072 x t + (2,32 + 0,346) x 1072 (16)
R%=0,9937

O declive da reta corresponde a velocidade inicial da reacdo enzimatica e o seu valor
foi de (2,62 + 0,120)x10% mM/min. A partir deste valor calculou-se a atividade da CAL B
obtendo-se o valor de 5,61 + 0,325 U/g-suporte e também a atividade especifica obtendo-
se 0 valor de (2,09 + 0,613)x10 U/mg-proteina.

A morfologia da celulose bacteriana foi analisada por SEM, antes e depois da

imobilizacdo, e é apresentada na Figura 19, e verificou-se que as enzimas se alojam entre
as fibras de celulose.
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Figura 19 - Analise SEM a celulose bacteriana: (A) antes da imobilizacdo, (B) depois da
imobilizacdo de CAL B por adsorcdo e (C) depois da imobilizacdo de CAL B por ligagédo

covalente.

3.2.3. Comparacéo dos resultados obtidos para os diferentes suportes

De modo a comparar os diferentes suportes de imobilizacdo, os valores de atividade
obtidos ao longo do presente trabalho apresentam-se na Tabela 8. Todos os ensaios foram

realizados com a mesma massa de suporte, 0,0280 g.

Tabela 8 — Resultados de atividade e atividade especifica da lipase para os diferentes ensaios.

Mcac s (MQ)
Técnica de Suporte de v U/g-suporte U/mg-proteina
imobilizacéo | imobilizacdo (umol p-NP/min) g-sup g-p
AM-1 1952211 1 750+ 0,622)x10° (2'6if091232) (3,84 +0,732)x10™
Adsorcédo
Bce'“'9se 1062131 | g 06+0363)x10? | 324+0,141 | (8,53 +1,393)x10°
acteriana
] 20,9 + 2,60 2 | (6,25+0,273) 4
Ligacio AM-1 (1,75 + 0,071)x10 10" (8,38 + 1,377)x10
Covalente Bce'“'f’se 7,521,796 | 1 5740,085)x10" | 5,61+0,325 | (2,09+0,613)x107
acteriana
Enzima Livre 24,0+0,48 | (1,80 +0,043)x10" (7,50 + 0,331)x107

A partir dos dados apresentados na Tabela 8, comparando a atividade especifica da
CAL B imobilizada com a da enzima livre, verificou-se que CAL B imobilizada tanto por
adsorcdo como por ligagdo covalente em particulas de AM-1 perdeu atividade especifica

cerca de 88% relativamente a enzima livre. No caso da CAL B imobilizada na celulose
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bacteriana por adsor¢do, a atividade especifica aumentou em cerca de 13%, e no caso da
enzima imobilizada por ligagdo covalente cerca de 3 vezes superior ao valor determinado
para a enzima livre. Através destes dados verificou-se que a celulose bacteriana é um
suporte de imobilizagdo com melhores caracteristicas para reter a atividade da CAL B que
o titanossilicato AM-1. A celulose bacteriana tem um caracter hidrofilico e desta forma a
afinidade com a enzima é elevada. Além disso como é constituida por microfibras possui
microambientes que retém a atividade da enzima [78].

Comparando a atividade especifica obtida ap6s a aplicacdo das duas técnicas de
imobilizacdo, a imobilizacdo em AM-1, por ligacdo covalente teve uma atividade 2,2 vezes
superior a atividade da enzima adsorvida. No caso da celulose bacteriana esta tendéncia, da
atividade especifica da enzima imobilizada por ligacdo covalente ser superior a atividade
da enzima adsorvida, também se verificou, e neste caso correspondeu a um valor 2,4 vezes
superior.

Os resultados obtidos por Cunha et al (2008), em que a CAL B imobilizada em
agarose por adsorcdo apresentou uma atividade (U/g-suporte) elevada e quando foi
imobilizada por ligacdo covalente perdeu praticamente toda a atividade [28].

A menor atividade especifica da CAL B imobilizada por adsorcdo pode ter
resultado da ocorréncia de dessor¢do da enzima. Este problema foi estudado para os dois
suportes de imobilizacdo e verificou-se que a quantidade de massa de CAL B dessorvida
foi de 27,3 % para 0 AM-1 e 20,6 % para a celulose bacteriana. Estes valores mostraram
ser significantes. Sendo assim, a atividade especifica apresentada para a enzima
imobilizada por adsorcdo ndo é a atividade real devido a dessorcao das enzimas, pois esse
facto ndo foi contabilizado quando se calculou a massa de enzima imobilizada.

Por outro lado, no caso da ligacdo covalente € necessario ter em atencdo que
alguma quantidade de enzima pode ter sido adsorvida pelo suporte além da que se ligou
covalentemente e portanto neste caso pode existir um efeito duplo, o que pode justificar o
melhor desempenho.

Na literatura ainda ndo existem registos de imobilizacdo de CAL B no titanossilicato
AM-1, nem em titanossilicatos similares. Desta forma comparou-se os resultados da
atividade de CAL B imobilizada por ligacdo covalente com resultados obtidos pela mesma
enzima imobilizada por ligacdo covalente numa fibra 6tica microestruturada de silica [5].

O procedimento de imobilizacao utilizado em ambos os casos foi 0 mesmo, assim como as
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condi¢des de operacdo para a determinacdo da atividade da CALB. Relativamente a
quantidade de CAL B imobilizada em ambos os suportes, j foi discutido na secéo 3.2.1.2
e verificou-se que a quantidade de CAL B imobilizada por ligagdo covalente em
titanossilicato AM-1 foi inferior. A atividade especifica da CAL B relatada por Mugo et al.
(2010) foi 6,54x10® U/mg-proteina. Este valor é 8 vezes superior ao valor obtido para a
CAL B imobilizada por ligagdo covalente em AM-1.

He et al. (2010) estudaram a imobilizacdo da CAL B por adsor¢do em mondlitos de
silica [64]. A imobilizacéo foi realizada a 4°C durante uma hora com um tamp&o de pH 7 e
concentracdo 0,05 M. O estudo da atividade foi realizado a temperatura de 25°C. Utilizou-
se uma solucdo de substrato (p-NPB) de 1 mM dissolvido numa solugdo de decano e
tampdo (0,05 M e pH 7). A atividade da CAL B imobilizada por He et al. (2010) foi
determinada em funcgéo da conversdo do p-nitrofenil butirato (p-NPB). A conversédo é dada
por: z—’; x 100, onde Cp € a concentracdo de p-nitrofenol e CO € a concentragdo de p-NPB.
Entdo a conversdo obtida para 16 minutos foi 96 + 4.5 % para 3,6 mg de CAL B
imobilizada. Calculou-se este valor também para a CAL B imobilizada em AM-1 e a
converséo obtida para 16 minutos foi 1,17 + 0,116 % para 19,5 + 2,11 mg de CAL B. E de
notar que este valor de quantidade de enzima imobilizada ndo é o valor real pois a
quantidade de enzima dessorvida ndo foi contabilizada.

Huang et al. (2011) estudaram a imobilizacdo covalente lipase de Candida rugosa
imobilizada em celulose [47]. O ensaio para a determinacdo da atividade da lipase de
Candida rugosa imobilizada em celulose, foi realizado a 30,8 °C. O p-nitrofenil palmitato,
14,4 mM, foi diluido em etanol e em tampdo fosfato de sdédio (0,05 M, pH 6,1). A
atividade obtida para a lipase de Candida rugosa foi 29,6 U/g-suporte. Para a CAL B
imobilizada por ligacdo covalente em celulose bacteriana, a atividade obtida foi de 5,6 £
0,32 U/g-suporte. Este valor foi 5 vezes inferior ao valor obtido pela literatura, mas aléem
da enzima ndo ser a mesma, 0 substrato utilizado para a determinacdo da atividade

enzimatica também foi diferente.
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4. Conclusoes e Trabalho Futuro

A CAL B imobilizada tanto por adsor¢do como por ligacdo covalente no
titanossilicato AM-1 perdeu atividade especifica numa percentagem superior a 88%
relativamente a enzima livre. Ja no caso da CAL B imobilizada na celulose bacteriana por
adsorcdo, a atividade especifica aumentou em cerca de 13%, e no caso desta imobilizada
por ligacdo covalente na celulose bacteriana a atividade especifica foi cerca de 3 vezes
superior a atividade especifica da enzima livre. Conclui-se entdo que a celulose bacteriana
é um suporte de imobilizacdo mais eficiente que o titanossilicato AM-1 para estas
condicdes de operacao.

No caso da imobilizagdo em AM-1, a CAL B imobilizada por ligagdo covalente
apresentou uma atividade 2,2 vezes superior a atividade da enzima adsorvida.
Relativamente a celulose bacteriana a atividade foi 2,4 vezes superior. Esta diferenca tera
resultado ndo s6 do facto de ocorrer dessorcdo de enzima, levando a uma perda
significativa de atividade enzimatica, mas também ao facto de poder ocorrer alguma
adsorcdo durante o processo de formacéao de ligacdo covalente.

Assim como foi referido no capitulo 1, um dos beneficios de se utilizar os
microrreatores é que estes utilizam volumes de reacdo na ordem dos microlitros. E de
referir que todo o procedimento de imobilizacdo e de determinacdo da atividade foi
realizado e conseguido com volumes de reacdo pequenos, no maximo 5 mL, e as
quantidades de suporte de imobilizacdo foram de 0,028 g. Desta forma conclui-se que este
procedimento pode ser aplicado num microrreator com alguma facilidade.

Concluindo, o titanossilicato AM-1 pode ser utilizado na producdo de microrreatores
para a imobilizacdo de enzimas, pois imobilizou-se a CAL B. Contudo devem-se realizar
estudos com outros métodos de imobilizacdo para a otimizacdo da atividade da CAL B.
Relativamente a celulose bacteriana concluiu-se que este é um suporte de imobilizacéo
muito promissor para a aplicacdo em microrreatores, pois este suporte mostrou ser um bom

suporte de imobilizacdo para a CAL B retendo a sua atividade catalitica.
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Adicionalmente podem deixar-se algumas sugestdes para trabalhos futuros:

Realizar um estudo para a determinagdo da constante catalitica e a constante de
Michaelis-Mentem da CAL B, de forma a perceber pormenores do mecanismo
catalitico;

Estudar a imobilizacdo da CAL B, por outras técnicas, em titanossilicato AM-1 e
em celulose bacteriana de forma a colmatar o problema de dessor¢édo que se
verificou neste estudo;

Construcdo de um microrreator membranar de celulose bacteriana para estudar a
producdo de compostos que sejam uma mais-valia para a indUstria e realizar uma
avaliacdo a nivel econémico. Por exemplo, o estudo pode ser realizado para a
producdo do laurato de butilo, um aroma muito utilizado na industria alimentar.
Utilizacdo de outro reagente bifuncional, além do glutaraldeido, para ativar o
titanossilicato AM-1 para a imobilizagdo, como por exemplo 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC).
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Anexo

Anexo A - Calibracdo do método de Lowry modificado por Onishi e
Barr

Para determinar a quantidade de enzima imobilizada pelo método de Lowry
modificado por Onishi e Barr foi necessario obter uma curva de calibragdo. O
comprimento de onda utilizado foi de 728 nm, pois era o valor para o qual a solugdo com
uma maior concentracdo em proteina padrdo, padrdo 5, tinha um valor mais intenso de
absorvéncia. A Tabela A.1 apresenta os valores de absorvéncia média de trés medicdes,

obtidos para as diferentes solugdes.

Tabela A.1 - Valores de absorvéncia e de concentragdo para a curva de calibragao.

Padréo [E(Eé'/m?_;o i%?o] Abioor\(/)%rlma log([Enzima Padréo]) | log(Absorvéncia)
2 2,50 0,379 2,398 -0,422
3 5,00 0,673 2,699 -0,172
4 7,50 0,899 2,875 -0,046
5 1,00 1,262 3,000 0,1011

0,200
0,100 f
— 0,000
§ 0,0000 0,5000 1,0000 1,5000 2,0000 2,5000 000 3,5000
< -0,100
2 -0,200
®
= -0,300
-0,400
-0,500

Log ([Proteina])

Figura A.l - Reta padrdo para a determinagdo da quantidade de proteina em

solucéo.
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O ajuste linear obtido foi o seguinte:

log(Absorvéncia) = (0,8456 + 0,0473) x log([Proteinal) — (2,4543 + 0,1300) (8)

R?=0,9938

A partir dos resultados obtidos pelo ajuste linear, obtém-se os valores de
concentracdo de enzima em solugéo. De seguida, para determinar a quantidade de enzima
imobilizada basta subtrair a quantidade de enzima inicial a quantidade de enzima em
solucéo.
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Anexo B- Curva de calibracdo do p-NP

Para a determinacdo da curva de calibracdo que relaciona o valor de absorvéncia e de
concentracdo do p-nitrofenol, seguiu-se o procedimento mencionado na se¢do 2.4. Uma
caracteristica interessante da solucéo de p-nitrofenol comprada para este ensaio, é que esta
solucdo é dissolvida em agua e depois o seu pH € acertado com &cido cloridrico para um
valor entre 3.5 e 3.7. Através de uma pesquisa sobre o p-nitrofenol, este, consoante o pH,
pode emitir cor. Para um pH &cido a sua solugdo é incolor ou amarela palida, mas quando o
pH é superior a 7 este emite uma cor amarela muito intensa, e em solucdo este fica na sua
forma de sal.

Como a solugdo que foi utilizada era acida, e a solucdo tampdo utilizada
inicialmente, tinha uma concentracdo muito baixa, e ndo era suficiente para elevar o pH da
solugdo para valores de pH iguais ou superiores a 7. Neste caso 0 que ocorria é que a
solucdo ndo emitia cor a 410 nm. A Tabela B.1 mostra a variagcdo da absorvéncia média de

4 ensaios, nesta situacdo, em que a solucdo tampao tinha uma concentragédo de 0.1 mM.

Tabela B.1 - Valores de absorvéncia para a solucdo de p-Nitrofenol a diferentes

concentracdes.
Solucédo C (mM) VpPNP (mL) Vs (mL) Absorvéncia = 0,001
1 7,00 1,75 0,75 0,134
2 5,00 1,25 1,25 0,096
3 3,00 0,75 1,75 0,078
4 1,00 0,25 2,25 0,208

Analisados os dados apresentados na Tabela B.1, verificou-se que para
concentracdes mais elevadas, a absorvéncia tem um comportamento esperado, ou seja
diminui com a diminuicdo da concentracdo. Contudo quando as concentragdes sdo mais
baixas, a absorvéncia comeca a aumentar em vez de diminuir, ou seja, 0 pH estd a mudar
de basico para acido e o p-nitrofenol passa a sal. Isto acontece porque a quantidade de
solucdo tampao é superior em solu¢des mais diluidas.

Para a solucdo deste problema, aumentou-se a concentracdo da solucdo tampédo e
utilizaram-se concentracdes de p-nitrofenol muito mais baixas, como esta apresentado na
Tabela B.2.
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Tabela B.2 - Valores de pH e absorvéncia para solugdes de diferentes concentracdes de p-

nitrofenol para a determinacdo da curva de calibracdo do p-NP.

Solucgéo C (mM) Vpnp (ML) Vs(mL) | Absorvéncia 0,001 pH
1 0,10 0,10 9,90 0,865 7,15
2 0,07 0,07 9,95 0,585 7,62
3 0,05 0,05 9,98 0,393 7,22
4 0,03 0,03 9,99 0,220 7,20
5 0,02 0,02 9,97 0,162 7,30
6 0,01 0,01 9,93 0,077 7,60

Curva de calibragao
1
0,9
0,8
s 07
£ 06
205
204
<03
0,2
0,1
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[p-Nitrofenol] (mM)
Figura B.1 - Rela¢do entre a absorvéncia e a concentracao de p-nitrofenol.
O ajuste linear obtido foi o seguinte:
Absorvéncia = (8,389 + 0,315) X [p — NP] 9)

R?=0,994

Pela lei de Lambert-Beer obtém-se uma relacdo linear entre a absorvéncia e a

concentracdo de p-NP, mas neste caso s6 € aplicavel a relacdo linear, pois obteve-se
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valores de absorvéncia inferiores a 1°. O declive da reta representa o produto entre a
absortividade molar, €, e o comprimento de travessia da luz, 1, que neste caso ¢ 1 cm.

De seguida apresentam-se 0s célculos necessarios para se obter o valor da
absortividade molar e o respetivo erro associado.

-1 3 2
ex1=8380MM o g = ooodmT 1 1000mol  Im” -83888™M"/ |
mmol  10x107°dm  1mmol 10*dm mo

2 2
0,005dm — :34dm* _ 1m* __ 1000mmol

Ag —
10x1072)?dm? mol ><102dm2 8 1mol
(

_03148mM ™ |  8389mM " |
10,0x10dm

A =73.424 m% o

Como tal o valor para a absortividade molar obtido foi 838,88 + 7,34 m’mol™.

8 Bonicamp, J. M.;Martin, K. L.;McBride, G. R.;Clark, R. W. - Beer’s Law Is Not a Straight Line:
Amplification of Errors by Transformation. The Chemical Educator. Vol. 4, n.° 3 (1999), p. 81-88.
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Anexo C — Calculo do erro associado a atividade e a atividade especifica
da CAL B

O exemplo de célculo utilizado é para o caso da imobilizacdo por adsor¢do em AM-
1. Em que o ajuste linear obtido foi o seguinte:
[p — NP] = (1,50 + 0,120) x 1073 x t 4 (1,59 + 0,274) x 102 (13)
R°=0,9874

O declive da reta corresponde a velocidade inicial da reacdo enzimética e o seu valor
foi de (1,50 + 0,120)x10 mM/min. Os erros associados aos parametros de ajuste da reta,
declive (m) e ordenada na origem (b), para todos os casos, foram calculados pelas

seguintes equacdes:

Depois de determinado o erro associado aos parametros de ajuste da reta,
determinou-se a atividade da CAL B, onde basta aplicar diretamente a equacédo (10). Para a
determinacéo da atividade especifica da CAL B, esse calculo ja ndo é direto, pois antes é
necessario determinar a massa de enzima que esta imobilizada.

Exemplo de calculo da massa de enzima imobilizada e o respetivo erro associado
para a quantidade de enzima imobilizada por adsor¢do ao AM-1.
=7968.0209 /mLx5mL = 3984040 ,,i1a

m =[Enzima], xV.

inicial

Am 1= VSqugéo
=+891.2410 1 sima

Solugédo

x A[Enzima], +[Enzima], x AV =5x154.344 + 7968 x0.015 =

inicia Solugdo

Menzimaemsducio = [EnzimaemSolucéo] XVSquQéo = 4058,873 x5 = 20294,365.9 ¢ ,ima

AMimaemsdugso =V x A[EnzimaemSolucéo] + [EnzimaemSolucéo] x AV
=5x 231,063 + 20294,365 x 0,015 = +1459,730 44 s

Solucéo Solucédo

mEnzimaImobiIizada = minicial - mEzimaemSoUgéo = 19545,635,&9 = 191546mg
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ArnEnzimaImobilizada = Aminicia\l - AmEnzimeledeug.’Slo = 891’24 +1459'730 = 2350’971LQ = 2!351mg

A massa de CAL B imobilizada por adsorcdo foi de 19,5 + 2,35 mg. Em seguida,
basta aplicar a equacdo (11) e obtém-se a atividade especifica da CAL B imobilizada.
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Anexo D — Utilizacéo de fibra 6tica como suporte de imobilizacéo

A imobilizagdo de CAL B na fibra otica ndo foi bem-sucedida, e os resultados
obtidos para a quantidade de enzima imobilizada por ligagdo covalente encontram-se na
Tabela D.1.

Tabela D.1 - Quantidade de enzima imobilizada por ligacdo covalente na fibra ética.

[Enzima nl (%)
Tempo de Absorvéncia | [Enzima em solugéo] Imobilizada]
Imobilizacéo (h) + 0,001 (mg/mL) (ug/mL)
0,0 0,310 8,00 1,90 0,02
2,0 0,312 8,06 0,00 0,00
4,0 0,309 7,97 32,4 0,41
6,0 0,315 8,15 0,00 0,00
8,0 0,309 7,97 32,4 0,41
24,0 0,311 8,03 0,00 0,00

Nota: A concentracdo da solucéo inicial de CAL B foi de 8,00 mg/mL.

A partir dos resultados apresentados na Tabela D.1, verificou-se que a CAL B ndo
estava a ser imobilizada na fibra otica.

Para perceber estes resultados realizaram-se analises termogravimétrica (TGA) de
SEM e analise quimica por EDS (Espectroscopia de dispersao de energia). A TGA a fibra
Otica foi realizada com amostras de 13,34 g. As amostras foram aquecidas com uma
velocidade de 5 °C.min™* desde a temperatura ambiente até 930 °C num fluxo de azoto de

20 mL.min™. Os resultados obtidos pela analise termogravimétrica apresentam-se na
Figura 22.

__ 150

S

© 100

7 \\
]

E 50

(4]

S

g 0

@ 0 500 1000
S

Temperatura (2C)

Figura D.1 - Curva da analise termogravimétrica a fibra 6tica numa atmosfera de azoto e uma

velocidade de aguecimento de 5°C/min.
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A partir dos resultados apresentados na Figura D.1, verificou-se que a amostra
perdeu cerca de 50% da massa até aos 500°C. Este resultado mostra que ao contrario do
que seria de esperar a fibra Otica utilizada deveria ter um uma camada polimérica a
proteger a parte da silica. De acordo com Ek et al. (2001) uma amostra de silica deve
perder cerca de 10% da sua massa tal como se apresenta na Figura 23*. Além disso a curva
termogravimétrica obtida tem uma variagdo distinta da obtida na literatura, ndo se
observando o primeiro degrau correspondente a perda de dgua adsorvida a amostra, que
normalmente se ocorre entre 200 a 400°C, nem o segundo degrau mais amplo que
corresponde a condensacao lenta dos grupos silanol presentes na silica.
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Figura D.2 - Curva da analise termogravimétrica a silica numa atmosfera de drgon e uma

velocidade de aquecimento de 5°C/min.*

A analise quimica por EDS confirmou que a fibra ética utilizada ndo era constituida

por silica.

* Ek, S.;Root, A.;Peussa, M.;Niinistd, L. - Determination of the hydroxyl group content in silica by
thermogravimetry and a comparison with 1H MAS NMR results. Thermochimica Acta. Vol. 379, n.° 1-2
(2001), p. 201-212.
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Figura D.3 - Anélise quimica por EDS a fibra ética.

Os dados representados na Figura D.3, mostraram que a composicao da fibra dtica
era essencialmente carbono e ndo silica porque o pico com maior intensidade corresponde
ao carbono.

A partir da Figura D.4, verificou-se que a fibra Gtica utilizada é constituida por um
nacleo e uma camada externa. A imobilizacdo ndo foi bem-sucedida neste suporte, por isso

ndo se apresentou imagens SEM depois da imobilizagéo.

SU-70 15.0kV 16.6mm x350 SE(M) 100um

Figura D.4 - Analise SEM a fibra Gtica.

As andlises termogravimética e quimica por EDS mostraram que a fibra ética era
composta essencialmente por carbono. Como o procedimento foi preparado para a fibra

Gtica de silica a imobilizagdo ndo foi concluida com sucesso.
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