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Imobilizagdo de lipase em suportes magnéticos e porosos a base de silica

Rafaela de Andrade, Edilson Valmir Benvenutti
Instituto de Quimica — Universidade Federal do Rio Grande do Sul/RS

As lipases fazem parte da familia de enzimas que agem nas ligacdes de ésteres
carboxilicos. Essas enzimas sdo biocatalisadores versateis, atuando em diversas reacdes
quimicas, como hidrolises e esterificacdes. Atualmente, recuperacdo e reuso sdo desafios
encontrados no uso de biocatalisadores, por isso suportes magnéticos sdo uma alternativa para
tornar biocatalisadores contendo enzimas facilmente recuperaveis. Neste trabalho, dois novos
materiais & base de silica — MX e HpMX, sintetizados e caracterizados previamente — foram
utilizados na imobilizacdo da Candida antartica Lipase B (CalB) e Thermomyces lanuginosus
Lipase (TLL). MX e HpMX sdo magnéticos (devido a presenca de particulas de magnetita),
sendo o primeiro um material nio-hidrofobico com apreciavel area superficial (143 m?g™t) e o
segundo, um material hidrofébico com menor area de superficie (61 m?g?). Esses materiais
tiveram as atividades enzimaticas medidas e a possibilidade de reuso analisada, bem como
parametros de tempo de imobilizacdo e saturacdo do suporte foram otimizados.

Para a imobilizacdo da lipase, suspensdes de enzima diluidas com tampdo fosfato
(0,098 U mL™ para TLL e 0,123 U mL™ para CalB) foram postas em contato com 5 mg dos
materiais durante 12 h sob agitacdo mecanica moderada, apds os materiais foram lavados trés
vezes com tampdo. Para os ensaios de atividade enzimatica, a reacdo de hidrdlise de p-
nitrofenilpalmitato foi utilizada, pois a liberacdo do produto (p-nitrofenol) pode ser
acompanhada através do aumento na absorbancia lida em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 410 nm. O substrato foi oferecido aos suportes e, apds 5 minutos, o material foi
separado magneticamente, realizando-se a leitura de absorbancia. Esse procedimento também
foi utilizado para as enzimas livres, como também para sobrenadantes e aliquotas das
lavagens. As medidas de absorbancia foram transformadas em valores de concentragéo de p-
nitrofenol por meio de uma curva de calibracdo. Uma unidade de atividade enzimatica (1 U)
foi definida como a quantidade de enzima que converte 1 umol de p-nitrofenilpalmitato em p-
nitrofenol em 1 minuto. As medidas foram realizadas a 20 °C e em duplicata.

Os ensaios apresentaram medias de rendimento de imobilizacdo de 8% para MX e 0%
para HpMX, considerando a enzima CalB. Para TLL os rendimentos observados foram 40%
para MX e 77% para HpMX. As diferencas de rendimento de imobilizacdo entre CalB e TLL
podem ser atribuidas as diferentes diluicbes empregadas, o que torna o ambiente de
imobilizacdo da CalB mais viscoso e prejudica sua difusdo até o interior dos poros dos
suportes. Os resultados com a enzima TLL indicam que a hidrofobicidade do material HpMX
exerce um relevante papel na etapa de imobilizacdo. No que se refere a atividade da enzima
CalB suportada, os valores obtidos foram 2,0 e 2,7 U g* para MX e HpMX, respectivamente;
enquanto para TLL foram 7,5 e 6,3 U g?, respectivamente. Neste caso, o maior valor de
atividade no material MX esta relacionado tanto a maior exposicdo dos sitios ativos da enzima
que é favorecida pela superficie hidrofilica, quanto a estrutura porosa e desimpedida que
facilita o acesso do substrato. Em concluséo, ambos materiais, MX e HpMX, desempenharam
0 papel de suportes para lipases. Pode-se observar que, para TLL, o rendimento de
imobilizacdo foi maior na superficie do suporte hidrofobico, enquanto que a atividade
enzimatica foi maior no suporte hidrofilico. Esses materiais possuem propriedades adequadas
que os tornam potenciais suportes enzimaticos com aplicacdo em biocatalise.
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