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RESUMO

ESTRATEGIA\S PARA A SINTESE DE AGREGADOS RETICULADOS POROSOS DE
LIPASE DE PANCREAS DE PORCO COM PROPRIEDADES MAGNETICAS

Agregados enzimaticos reticulados (CLEAs) é uma técnica de imobilizacdo que ndo requer
suporte solido, permite o uso de enzimas semi-purificadas e o biocatalisador apresenta maior
atividade volumétrica. No entanto, apresentam baixa resisténcia mecanica, dificuldade de
recuperagdo e limitagdes de difusdo intraparticula. Em detrimento desses problemas, a
preparagdo de agregados reticulados magnéticos porosos (pm-CLEA) de lipase de pancreas de
porco (LPP) € relatada. Algumas estratégias para melhorar a atividade volumétrica do
biocatalisador imobilizado foram avaliadas, como o tratamento de LPP com agentes
modificadores da superficie da enzima (polietilenoimina ou dodecil aldeido), coagregacdo com
co-feeders proteicos (albumina de soro bovino (BSA) e/ou proteinas de soja (PS)), uso de
nanoparticulas magnéticas de silica funcionalizadas com grupos amino (SNMPs) como auxiliar
de separagdo ¢ amido como agente formador de poros. A combinagdo da modificagdo da
superficie da enzima com dodecil aldeido, coagregagdo com SNMPs e PS ou BSA, na presenca
de 0,8% (m/m) de amido (seguido de hidrolise do amido com a-amilase), produziu pm-CLEAs
com rendimento de imobiliza¢do (RI) em torno de 100% e atividade recuperada (AR) entre
67% e 81% para os CLEAs coagregados com SNMPs/BSA (pm-BSA-CLEA) e SNMPs/PS
(pm-PS-CLEA), respectivamente. O pm-PS-CLEA e o pm-BSA-CLEA exibiram alta
estabilidade a 40°C e pH 8,0, retendo aproximadamente 50% e 80% de atividade,
respectivamente, apos 10 h de incubacdo, enquanto a LPP livre foi inativada ap6s 2 h. A
caracterizacdo morfologica do pm-PS-CLEAs e pm-BSA-CLEAs utilizando microscopia
eletronica de varredura (MEV-FEG) mostrou a presenca de estruturas ndo-uniformes e porosas,
o que poderia explicar o elevado fator de efetividade (n = 0,65), principalmente para o pm-
CLEA coagregado com PS e SMNPs. Além disso, o pm-PS-CLEAs mostrou bom desempenho
na hidrélise de tributirina (rendimento de 52% em 4 h) e capacidade de reutilizagdo (rendimento
de hidroélise de tributirina diminuiu apenas 7% (de 52% para 45%) apos cinco bateladas com
duragdo de 4 h para cada ciclo). Assim, as estratégias utilizadas neste trabalho proporcionaram
ao CLEA, alta resisténcia mecanica e operacional, melhorias no transporte de massa
intraparticula e facilidade de recuperagdo e reutilizagdo do biocatalisador.

Palavras-chave: Nanoparticulas magnéticas de silica. Albumina de soro bovino. Amido.
Modificadores da superficie enzimatica. Fator de efetividade.



ABSTRACT

STRATEGIES TO PRODUCE POROUS CROSS-LINKED AGGREGATES OF
PORCINE PANCREAS LIPASE WITH MAGNETIC PROPERTIES

Cross-linked enzyme aggregates (CLEAs) is an immobilization technique that does not require
solid support, allows the use of semi-purified enzymes and the biocatalyst show higher
volumetric activity. However, they present low mechanical resistance, difficulty of recovering
and intraparticle diffusion limitations. To overcome these problems, the preparation of highly
porous magnetic crosslinked aggregates (pm-CLEA) of porcine pancreas lipase (PPL) is
reported. Some strategies to improve the volumetric activity of the immobilized biocatalyst
were evaluated, such as treatment of PPL with enzyme surface-modifying agents
(polyethyleneimine or dodecyl aldehyde), co-aggregation with protein co-feeders (bovine
serum albumin (BSA), and/or soy protein (SP)), use of silica magnetic nanoparticles
functionalized with amino groups (SMNPs) as a separation aid, and starch as pore-making
agent. The combination of enzyme surface modification with dodecyl aldehyde, co-aggregation
with SMNPs and SP, in the presence of 0.8% (w/w) starch (followed by hydrolysis of the starch
with a-amylase), produced pm-CLEAs of PPL with immobilization yield (IY) around 100%
and recovered activities (RA) between 67% and 81% for the co-aggregates CLEAs with
SMNPs/BSA (pm-BSA-CLEA) and SMNPs/SP (pm-SP-CLEA), respectively. The pm-SP-
CLEA and pm-BSA-CLEA exhibited high stability at 40 °C and pH 8.0, retaining
approximately 50% and 80% of activity, respectively, after 10 h of incubation, while free PPL
was inactivated after 2 h. The morphological characterization of pm-SP-CLEAs and pm-BSA-
CLEAs using scanning electron microscopy (SEM-FEG) showed the presence of non-uniform
and porous structure, which could explain the high effectiveness factor (n = 0.65), mainly for
pm-CLEA of PPL prepared in presence of SP and SMNPs. Besides that, pm-SP-CLEAs showed
good performance in tributyrin hydrolysis (52% yield in 4 h) and reutilization capacity (the
hydrolysis yield of tributyrin decreased only 7% (from 52% to 45%) after five 4 h-batches).
Thus, the strategies used in this work provided the CLEA with high mechanical and operational
resistance, improvements in intraparticle mass transport, and ease of recovery and reuse of the
biocatalyst.

Keywords: Silica magnetic nanoparticles. Bovine serum albumin. Soy protein. Starch. Protein
surface modifiers. Effectiveness factor.
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1. INTRODUCAO

A busca por recursos biotecnologicos vem fornecendo melhorias ao processo produtivo
em varios setores da industria e favorecendo o desenvolvimento de processos quimicos
sustentaveis, eficientes e ambientalmente “limpos”, podendo complementar ou substituir os ja
existentes (JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013; XUE; WOODLEY, 2012). Os processos
enzimaticos destacam-se por atuarem em diferentes rea¢des bioquimicas nos organismos vivos
e possuirem comprovada atividade in vitro, podendo catalisar diversas reagdes de interesse
industrial (WANG et al., 2018).

Dentre as vérias enzimas utilizadas industrialmente, as lipases (triacilglicerol acil-
hidrolase, EC 3.1.1.3) tém um papel de destaque em rea¢des de biotransformacdes. As lipases
sdo enzimas cuja fungdo natural ¢ a hidrolise de triglicerideos na interface agua-lipidio
liberando acidos graxos livres, diglicerideos, monoglicerideos e glicerol (CASTRO et al., 2004;
JAEGER; EGGERT, 2002; KAPOOR; GUPTA, 2012; SHARMA et al., 2001). No entanto, in
vitro, elas também sdo capazes de catalisar reagdes de esterificacdo, transesterificagdo
(alcoolise e glicerdlise), aciddlise e interesterificacdo em meios organicos (com conteudo
restrito de dgua) (CASTRO et al., 2004; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; HE et al., 2018;
JAEGER; EGGERT, 2002; KAPOOR; GUPTA, 2012; SHARMA et al., 2001). Essa ampla
area de atuacgdo das lipases, somada as excelentes quimio, regio- ¢ enantiosseletividades e/ou
especificidades, tem sido explorada para vérias aplicagdes biotecnoldgicas importantes nas
industrias farmacéutica, alimenticia e agroquimica (HASAN et al., 2006; JAMIL et al., 2018;
MENDES et al., 2012; PANDEY et al., 1999; SA et al., 2017; SARMAH et al., 2018;
TALEKAR et al., 2012). Dentre elas, a lipase do pancreas de porco (LPP) é amplamente
utilizada em reagdes de biotransformag¢do em meios orgédnicos para diversas aplicacdes
industriais, devido a sua alta seletividade, alta tolerancia a solventes, alta atividade catalitica e
estabilidade térmica em altas temperaturas sob baixas concentracdes de dgua (BYUN et al.,
2007; CABALLERO et al., 2009; MENDES et al., 2012; RAMOS et al., 2018; VESCOVI et
al.,2017).

No entanto, o uso de enzimas na sua forma soluvel para processos industriais de larga
escala, ndo ¢ muito atraente, devido ao seu alto custo de produgdo e baixa estabilidade
operacional (DICOSIMO et al., 2013). Uma estratégia que tem sido amplamente explorada para
superar essas desvantagens € a sua imobilizagdo, que se executada adequadamente, pode

fornecer véarias vantagens do ponto de vista industrial, como possibilidade de processamento
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continuo e em batelada, aumento da estabilidade em compara¢do com a enzima livre, aumento
da atividade volumétrica, facil recuperacdo da corrente de produtos e reutilizagdo por varios
ciclos (ADLERCREUTZ, 2013; BARBOSA et al., 2013; DICOSIMO et al., 2013; GARCIA-
GALAN et al.,2011; MATEO et al., 2007).

Ha um grande nimero de técnicas e suportes adequados para a imobilizacdo enzimética
(ADLERCREUTZ, 2013; DICOSIMO et al., 2013; MANOEL et al., 2015; SHELDON; VAN
PELT, 2013; XAVIER MALCATA et al., 1990). No caso das lipases, uma técnica popular que
tem sido amplamente relatada € a sua imobilizagdo por adsor¢do hidrofébica em superficies
altamente hidrofébicas (BASTIDA et al., 1998; CIPOLATTI et al., 2018; MENDES et al.,
2013; PALOMO et al., 2002; PAULA et al., 2007; RIOS et al., 2018; VESCOVl et al., 2017).
Isso ocorre, porque a interagdo entre os grupos hidrofobicos do suporte e da enzima induzem a
abertura da tampa da lipase (ativagdo interfacial) tornando o sitio ativo acessivel ao substrato
(BRADY etal., 1990; MANOEL et al., 2015; MILED et al.,2001; SCHMID; VERGER, 1998;
VERGER, 1997). Apesar dos excelentes resultados desta abordagem de imobilizagdo, o uso de
suportes pré-existentes aumenta o custo final do biocatalisador.

Reduzir o custo do biocatalisador pode ser uma abordagem interessante para tornar a
aplicagdo de lipases imobilizadas ainda mais atraente. Nesse sentido, o grupo de pesquisa de
Sheldon relatou o desenvolvimento da técnica de agregados enzimaticos reticulados (CLEA,
do inglés cross-linked enzyme aggregate), na qual ndo ha necessidade de utilizar suporte, ja que
este método envolve a reticulagdo apos agregacdo e precipitacdo das enzimas induzidas
naturalmente ou artificialmente. Essa técnica permite o uso de enzimas ndo purificadas ou a
coimobiliza¢do de diferentes enzimas, além disso, o CLEA apresenta elevada atividade
volumétrica em comparagdo a enzima imobilizada em suporte sélido (CAO et al., 2000;
MATEO et al., 2004). No entanto, também apresenta alguns problemas, como baixa resisténcia
mecanica operacional do biocatalisador, dificuldade de recuperacdo das particulas e alta
limitacdo de difusdo intraparticula (GARCIA-GALAN et al., 2011; WILSON et al., 2004).

Alguns trabalhos vém relatando modifica¢cdes do método original, com o objetivo de
reduzir as limitacdes da transferéncia de massa intraparticulas (CUI et al., 2017; CUIL JIA,
2015; SHAH et al., 2006; WANG et al., 2011). Além disso, estudos vem sendo desenvolvidos
na preparacdo de CLEAs magnéticos capazes de melhorar os processos de recuperacio e
reutilizagdo desses biocatalisadores (KHORSHIDI et al., 2016; KOPP et al., 2014; KUMAR et
al., 2014; PEIRCE et al., 2017).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a preparacdo de

compdsitos reticulados de lipase de pancreas de porco (LPP) empregando a técnica de
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precipitacdo/reticulacdo (CLEAs). Levando em consideragdo estes aspectos, o objetivo geral

desse estudo foi alcancado mediante a execucdo das seguintes etapas, que podem ser

visualizadas como objetivos especificos:

Otimizacdo do processo de reticulacdo do agregado enzimatico utilizando co-feeders
proteicos e nanoparticulas magnéticas;

Analise da influéncia da modificacdo superficial da lipase de pancreas de porco com
estruturas macromoleculares, tais como, polietilenoimina ou aldeido hidrofébico;
Verificagdo da influéncia da utilizagdo de amido como agente porogénico na
estrutura do agregado enzimatico;

Avaliacdo do tempo de reticulagcdo do CLEA utilizando glutaraldeido;

Verificagdo da estabilidade operacional do biocatalisador em reagdo em meio

aquoso.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Enzimas como biocatalisadores

A busca por recursos biotecnologicos vem fornecendo melhorias ao processo produtivo
em varios setores da industria e favorecendo o desenvolvimento de processos quimicos
sustentaveis, eficientes e ambientalmente “limpos”, podendo complementar ou substituir os ja
existentes (JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013; XUE; WOODLEY, 2012). Os processos
enzimaticos destacam-se por atuarem em diferentes reagdes bioquimicas nos organismos vivos
e possuirem comprovada atividade in vitro, podendo catalisar diversas reagdes de interesse
industrial (WANG et al., 2018).

As enzimas sdo biocatalisadores altamente eficientes para realizar rea¢des cataliticas em
escala industrial, devido as suas diversas vantagens, dentre as quais destacam-se: atuagdo em
condi¢des suave de temperatura, pH e pressdo, o que permitem atingirem velocidade de reagdo
bastante superior a dos catalisadores quimicos convencionais, que normalmente sdo utilizados
em condi¢des extremas de reagdo; seletividade do produto, devido a sua elevada especificidade
que resulta em um maior rendimento no processo; baixa demanda energética e menor toxicidade
ambiental e fisiolégica (BOMMARIUS, 2013; CHOI et al., 2015; MADHAVAN et al., 2017,
PRASAD; ROY, 2018). Essas vantagens proporcionam redu¢do nos custos operacionais
quando as enzimas sdo empregadas como biocatalisadores em processos industriais
(BOMMARIUS, 2013; DICOSIMO et al., 2013; MADHAVAN et al., 2017).

O mercado global de enzimas industriais se expandiu ao longo dos anos faturando
USS 5,5 bilhdes em 2018 e projetando atingir US$ 7,0 bilhdes até 2023, chegando a uma taxa
de crescimento anual composta (TCAC) de 4,9% para o periodo 2018-2023. Espera-se que o
segmento de alimentos ¢ bebidas desse mercado cres¢a de US$ 2,0 bilhdes em 2018 para
USS$ 2,5 bilhdes em 2023. Enquanto, o segmento de ragdes animais deverd crescer de
USS$ 625,5 milhdes em 2018 para US$ 825.8 milhdes em 2023. De modo geral, as lipases
pertencem ao grupo de enzimas (carbohidrase, polimerase e nuclease, protease e lipase)
responsaveis por um crescimento robusto no mercado global de enzimas, que representa um
TCAC de 5,77% durante 2017-2022. Esse resultado sera impulsionado principalmente pela
industria de ragdo animal e de biocombustiveis (BBC RESEARCH, 2018).

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolase, EC 3.1.1.3) sdo carboxil-esterases que
pertencem a familia das serina-hidrolases (FICKERS et al., 2011; RAMOS-SANCHEZ et al.,
2015; SARDA; DESNUELLE, 1958). Essas enzimas hidrolisam substratos insoltveis com
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cadeia acila superior a 10 atomos de carbonos, embora, possam hidrolisar substratos com cadeia
carbonica inferiores a dez (BORNSCHEUER, 2002; JAEGER; REETZ, 1998).

As lipases catalisam uma série de reagdes, como ilustrado na Figura 2-1 (RIBEIRO et
al., 2011). Essas carboxil-esterases s@o enzimas cuja fungdo natural € a hidrdlise de
triglicerideos na interface 4gua-lipidio, liberando 4cidos graxos livres, diglicerideos,
monoglicerideos e glicerol (CASTRO et al., 2004; JAEGER; EGGERT, 2002; KAPOOR;
GUPTA, 2012; SHARMA et al., 2001). No entanto, in vitro, elas também sdo capazes de
catalisar as seguintes reagdes:

i) esterificagcdo, em que as lipases catalisam rea¢des de duplo deslocamento entre dlcoois
e acidos carboxilicos, resultando em ésteres e dgua. Esta reagdo vem se expandindo no campo
da produgdo de ésteres, pois durante a sintese ocorre apenas a formag¢do de 4gua como o unico
subproduto, bem como apresenta a vantagem da utilizacdo de solventes ndo tdo perigosos, como
ocorre nos processos convencionais de sintese quimica. Além disso, a reagdo de esterificagio
proporciona conversdo completa quando ha a remogao in situ da d4gua durante o processo (HE
et al.,2018; STERGIOU et al., 2013);

ii) tranmsesterificacdo (alcodlise ou glicerdlise, usando dlcoois ou glicerol,
respectivamente), em que as lipases catalisam reagdes no qual um radical acila de um éster ¢
transferido para um alcool ou glicerol. Essas reagdes, na auséncia de dgua, evitam a formagao
de subprodutos indesejados, facilitando a recuperagdo do produto de interesse e aumentando a
producdo de ésteres (HE ef al., 2018; SARMAH et al., 2018).

iii) aciddlise (usando dcidos graxos livres) ou interesterificagcdo (usando ésteres de
dcidos graxo distintos), esses termos t€m sido considerados sindnimos em muitos casos e até
mesmo confundidos com transesterifica¢do. Ambas as reagdes seguem um mecanismo similar.
Nos glicerideos, a ligagdo éster entre o residuo do acido graxo nativo e a porcdo glicerol ¢é
hidrolisada liberando o 4cido graxo nativo e produzindo um glicerideo inferior contendo pelo
menos um grupo hidroxila. Uma nova ligac¢do éster pode ser formada entre o grupo hidroxila
recém-criado e um acido graxo livre (reagdo de aciddlise) ou acido graxo derivado de outro
glicerideo (reagdo de interesterificacdo) (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; GHAZALI et al.,
1995).



Figura 2-1. Reagdes catalisadas por lipases.
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As lipases possuem um mecanismo peculiar, chamado de ativagdo interfacial, que

permite que a enzima exista em duas formas em equilibrio (Figura 2-2): uma forma fechada, na

qual uma cadeia polipeptidica (ou tampa) cobre o sitio ativo da enzima e uma forma aberta, na

qual a tampa ¢ afastada permitindo que a lipase se adsorva a superficies hidrofébicas (por
exemplo, gotas de 6leos, bolhas de ar, etc.) (BRADY et al., 1990; MILED et al., 2001;
SCHMID; VERGER, 1998; VERGER, 1997) ¢ tornando o sitio ativo acessivel ao substrato

(VERGER, 1997). Essas enzimas sdo capazes de sofrer tal "ativagdo interfacial" na presenca

de outras interfaces hidrofébicas como suportes hidrofébicos (BASTIDA et al.,

1998),

proteinas hidrofobicas e também a superficie hidrofobica oferecida por uma lipase na forma
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“aberta”, formando uma estrutura biomolecular compreendendo duas lipases (FERNANDEZ-

LORENTE et al., 2003).

Figura 2-2. Fendmeno de ativacdo interfacial das lipases em superficies hidrofébicas.

Tampa fechada Tampa aberta, sitio ativo acessivel

Superficie hidrofilica

m——  Superficie hidrofébica

Superficie hidrofobica

FONTE: Adaptado de HANEFELD et al. (2009).

A especificidade das lipases € um critério importante na descricdo de suas aplicagdes
em processos industriais, podendo ser agrupadas em trés categorias principais:

i) Especificidade pelo substrato. Nesta categoria, as lipases apresentam especificidade em
relagdo ao tipo (cadeia saturada ou insaturada) e ao comprimento da cadeia de acido graxo
(curta, média ou longa) (BERGER; SCHNEIDER, 1991; KAPOOR; GUPTA, 2012;
MACRAE; HAMMOND, 1985). As lipases de Candida rugosa, Rhizomucor miehei,
Rhizomucor arrhizus, Penicillium cyclopium e Penicillium camembertii (Lipase G) preferem
acidos graxos insaturados que apresentam ligacdo dupla na extremidade carboxil
(JACHMANIA et al., 1996). Também existe algumas lipases que apresentam especificidade no
que se refere as partes alcodlicas dos substratos (atividade da lipase frente a diferentes classes
de alcoois em ordem crescente: alcoois primarios > secundarios > terciarios). As lipases de
Burkholderia sp. YY62 apresentam elevada eficiéncia na hidrélise de ésteres de terc-butil,
enquanto as lipases de pancreas de porco, C. rugosa e Candida antdrtica mostram limitagdo na
atividade em relagdo a tal substrato (KRISHNA et al., 2002; O'HAGAN; ZALDI, 1994; YEO
et al., 1998).
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ii) Regioespecificidade. Nesta categoria, as lipases apresentam especificidade posicional
em relagdo ao radical acila, ou seja, a lipase hidrolisa dcido graxo que esta ligado a qualquer
posicdo sn do glicerol (lipase ndo especifica), nas posi¢des sn-1 ou sn-3 (lipase 1,3-especificas),
sn-2 (lipase 2-especifica, as mais raras) (BARROS et al., 2010; KAPOOR; GUPTA, 2012;
RIBEIRO et al., 2011; UHLIG, 1998). As lipases Chromobacterium viscosum, Burkholderia
cepacia, Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens ndo apresentam regioespecificidade e sdo
consideradas muito robustas, capazes de atuar em multiplos substratos geralmente catalisando
a hidroélise de triacilglicerdis em acidos graxos livres e glicerol com mono e diacilglicerois como
intermediarios (GODFREY, 1995; KAPOOR; GUPTA, 2012; SCHMID; VERGER, 1998;
UHLIG, 1998). Enquanto as lipases Bacillus thermocatenulatus, Aspergillus niger, Candida
antarctica B, Penicillium camembertii, Mucor circineloidis, Rhizomucor miehei, Rhizopus
delemar, Rhizopus oryzae, Rhizopus niveus, Thermomyces lanuginosus, Yarrowia lipolytica,
Brassica napus e lipases de pancreas de porco e de pancreas bovino (LPB) sdo 1,3-especificas
e capazes de hidrolisar triacilgliceréis produzindo &cidos graxos livres, 2-monoacilglicerdis e
1,3 ou 2,3-diacilglicerdéis (Figura 2-3). Devido a instabilidade dos compostos ligados na posi¢do
sn-2 do glicerol, a migragdo de acila ocorre levando a formagao de 1,3-diacilglicerdis e 1- ou
3-monoacilglicerdis (BARROS et al., 2010; GODFREY, 1995; HILLS et al., 1990; SCHMID;
VERGER, 1998). Ainda existe as lipases de Geotrichum candidum e sementes de aveia ndo
germinadas, um caso bem particular, que apresentam especificidade para acidos graxos com
duplas ligagdes na posigdo 9 (posigdo A’) (RIBEIRO et al., 2011; SCHMID; VERGER, 1998).

iii) Enatioespecificidade. Nesta categoria, as lipases apresentam a capacidade de
distinguirem (e preferirem) certas formas isoméricas de seus substratos (ou formarem seus
produtos), isdmeros R ou S. A lipase de Thermomyces lanuginosus tem sido usada na resolugéo
de muitas misturas racémicas de acidos e alcoois (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). Cristais
de enzimas reticulados (CLEC, do inglés cross-linked enzyme crystal) de lipases de
Pseudomonas cepacia e C. rugosa foram testadas quanto ao seu potencial para catalisar a
resolugdo quiral de varios acidos, alcoois e aminas por acilagdo em solvente organico e
provaram ser mais ativos do que as enzimas brutas (KHALAF et al., 1996). A lipase de pancreas
de porco ¢ uma das lipases mais utilizadas em reagdes de hidrolise enantiosseletiva dos ésteres
correspondentes para producdo de intermediarios importantes para as industrias agroquimica e
farmacéutica (FUKUSAKI et al., 1999; GHANEM, 2007; HE et al., 2006; PASSARELLA et
al.,2002; SEGURA et al., 2017).
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Figura 2-3. Reagdo de hidrolise de triacilglicerdis catalisada por lipase 1,3-especifica para
formagdo de acidos graxos, 2-monoacilglicerois e 1,2 ou 2,3-diacilgliceréis (1,2-DG ou 2,3-
DG).
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FONTE: Adaptado de KAPOOR; GUPTA (2012).

As lipases sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de
fontes animais, vegetais e microbiana (PARTIL et al., 2011; RAY, 2012; SARMAH et al.,
2018). Dependendo da fonte, podem ter massa molecular variando entre 20 e 75 kDa, atividade
em pH na faixa entre 4 a 9 e em temperaturas variando desde a ambiente até 70 °C. Lipases sdo
usualmente estaveis em solug¢des aquosas neutras a temperatura ambiente, apresentando, em
geral, maxima atividade na faixa de temperatura entre 30 e 40 °C (VULFSON, 1994).

A lipase de pancreas de porco € uma lipase 1,3-regeoespecifica e apresenta estabilidade
na faixa de temperatura de 35 a 45 °C e pH 7,5-9,0 (MENDES et al., 2012). Sua estrutura ¢
composta por uma Unica cadeia de 449 aminoacidos, como mostra a Tabela 2-1, com massa
molar de 49,8 kDa (HERMOSO et al., 1996; MILED et al., 2001; SEGURA et al., 2017). A
determinagdo da estrutura tridimensional da LPP (Figura 2-4) revelou a presenca de dois
dominios: i) N-terminal que compreende os residuos 1-336 e contém a triade catalitica (Ser'>?,
Asp'”’, His?®**) e ii) o dominio C-terminal composto pelos aminoacidos 337-449 (HERMOSO
et al., 1996). A estrutura cristalina da LPP apresenta “loops” que cobrem a triade catalitica,
podendo dificultar o acesso do substrato a esse local. Uma ligacdo dissulfeto entre Cys>® e

Cys?%? define o maior destes “loops”, que representa o dominio da tampa. Outros “loops” que
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podem dificultar o acesso a triade catalitica sdo formados pelos residuos 76-86 (B5) e 213-217
(HERMOSO et al., 1996; LOWE, 1996). A conformagéo aberta € estabilizada por liga¢des de
hidrogénio entre a tampa da enzima e a colipase, que consiste numa proteina pequena de 10-
11 kDa secretada pelo pancreas (LOWE, 1996; VAN TILBEURGH et al., 1993). A interagdo
entre a estrutura da LPP e a colipase ocorre através de varias ligacdes, as quais, 8 sdo de natureza
polar, 17 por intera¢des de van der Walls e 4 ligacdes mediadas por 4gua (HERMOSO et al.,
1996).

Figura 2-4. Estrutura tridimensional do complexo lipase-colipase do pancreas de porco
elaborado com o programa PyMol (The PyMol Molecular Graphics System; Versao 2.1.0;
Schrédinger, LLC). O complexo (apenas cadeias A e B) € mostrado como modo de superficie
a partir da estrutura do PDB (cédigo de acesso 1ETH). As cadeias A (dominio N-terminal em
cinza claro e dominio C-terminal em cinza escuro) e B (colipase em azul claro) sdo mostradas,
e os residuos de aminoacidos sdo destacados em vermelho (Lys), laranja (triade catalitica,
Ser'>?, Asp'”” e His?**), magenta (N-terminal), amarelo (C-terminal), azul (segmento, Cys**® —
Cys?%?) e verde (alca, residuos 77-88).

Lado do sitio ativo

FONTE: Adaptado de GUIMARAES et al. (2018).
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Tabela 2-1. Composic¢do de aminodcidos da lipase do pancreas de porco

Aminoacidos Unidades Aminoicidos (%, unidades)
Ala 21 4,68
Arg 21 4,68
Asn 30 6,68
Asp 32 7,13
Cys 14 3,12
GlIn 17 3,79
Glu 21 4,68
Gly 39 8,69
His 10 2,23
Ile 26 5,79
Leu 29 6,46
Lys 22 4,90
Met 4 0,89
Phe 25 5,57
Pro 25 5,57
Ser 31 6,90
Thr 25 5,57
Trp 6 1,34
Tyr 16 3,56
Val 35 7,80

FONTE: Adaptado de CARO et al. (1981).

A LPP ¢ uma das lipases mais amplamente utilizadas em reac¢des de biotransformagéo
por apresentar baixo custo em comparagdo a outras lipases comerciais microbianas e animais.
Além disso, a LPP também ¢ considerada muito atraente para aplicagdes industriais devido a
sua acessibilidade, alta estabilidade e ampla especificidade para a biotransformagido de
substratos ndo naturais (CABALLERO et al., 2009; MENDES et al., 2012; PAULA et al.,
2007).

Essa glicoproteina ¢ uma das lipases mais promissoras na resolugdo de alcoois
racémicos e dcidos carboxilicos por meio da hidrolise enantiosseletiva dos ésteres
correspondentes (LADNER; WHITESIDES, 1984; MIURA et al., 2008). Também tem sido

utilizada no pré-tratamento de dguas residuais contaminadas por lipidios (MASSE et al., 2001)
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e, ainda, aplicadas em meios organicos objetivando-se a sintese de sabores e fragrancias
(GOGOI et al., 2006), produgdo de biocombustiveis (RAMOS et al., 2018), produtos
farmacéuticos (ZHENG et al., 2011), emulsificantes e cosméticos (PAULA et al., 2007).

No entanto, o uso de enzimas na sua forma livre em processos industriais de larga escala
ndo ¢ muito atraente, devido ao seu alto custo de produgdo, baixa estabilidade operacional e
dificuldade em separar o biocatalisador para sua reutilizagdo em outros processos (DICOSIMO
et al., 2013). Uma estratégia que tem sido amplamente explorada para superar essas
desvantagens ¢ sua imobilizacdo, que se executada adequadamente pode fornecer varias

vantagens do ponto de vista industrial.

2.2. Imobilizacao de enzimas

Enzimas imobilizadas referem-se a “enzimas fisicamente confinadas ou localizadas em
certa regido definida do espago™ com retencdo de sua atividade catalitica e possibilidade de
recuperagio e reutilizagdo repetida e continuamente devido a robustez e insolubilidade no meio
reacional (WINGARD, 1972).

Se a imobilizagdo enzimatica for bem sucedida, implicard em varias vantagens do ponto
de vista industrial, tais como: aumento da estabilidade em comparacdo com a enzima livre;
aumento da atividade volumétrica; possibilidade de projetar um reator enzimatico de facil uso
e controle com processamento continuo e em batelada; facil recuperagdo do biocatalisador da
corrente de produtos incluindo a reutilizagdo em varios ciclos de reacdo (ADLERCREUTZ,
2013; BARBOSA et al., 2013; DICOSIMO et al., 2013; GARCIA-GALAN et al., 2011,
MATEO et al., 2007; RODRIGUES et al., 2013). No entanto, o processo de imobilizagdo
apresenta algumas desvantagens, dentre elas: alteracdo da conformagdo da enzima em relagdo
ao seu estado nativo; grande heterogeneidade do sistema de suporte enziméatico, onde diferentes
fragdes de proteinas imobilizadas podem existir com um numero diferente de liga¢des ao
suporte ¢ possivel perda de atividade enzimatica durante a imobilizagio (MARTINEK;
MOZHAEY, 1987).

Em geral, os métodos de imobiliza¢do sdo classificados em duas categorias, como
mostra a Figura 2-5: i) retengfo fisica, em que as enzimas sdo submetidas ao aprisionamento
em géis e fibras ou incluidas em membranas (encapsulamento e reatores de membranas) e ii)
ligagdo quimica, na qual ocorre ligagdo entre a enzima e o suporte sélido (absor¢do e ligagdo
covalente) ou reticulagdo enzimatica (sem o uso de suportes) (ADLERCREUTZ, 2013;
ARROYO, 1998; SHELDON; VAN PELT, 2013).
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Figura 2-5. Fluxograma dos métodos de imobilizagdo enzimatica.

Imobilizacdo enzimatica
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A imobilizagdo por meio de aprisionamento dentro de matrizes é usualmente realizada
pela formagdo de uma malha constituida por polimeros (naturais ou sintéticos) em que o
biocatalisador esta envolvido nos intersticios desta estrutura. Esse arranjo em rede pode variar
de formas esféricas a cilindricas e os materiais envolvidos na preparagdo pode ser, por exemplo,
alginato, géis de poliacrilamida, triacetato de celulose, &4gar, gelatina e carragenina
(ADLERCREUTZ, 2013; ARROYO, 1998; CAO, 2006; HANEFELD et al., 2009; ILLANES,
2008; SHELDON; VAN PELT, 2013). O tamanho dos poros da matriz pode ser ajustado com
a concentragdo do polimero utilizado, no entanto, existe a possibilidade de vazamento
enzimatico de baixo massa molecular da matriz e o tamanho dos poros pode dificultar a
transferéncia de massa (ILLANES, 2008).

A técnica de imobilizagdo em membranas permedveis ou encapsulamento compreende
0 uso de membranas pré-formadas (reatores tipo fibra oca) ou a formagdo de membranas ao
redor do biocatalisador pela técnica de lipossomo (ADLERCREUTZ, 2013; ARROYO, 1998;
CAO, 2006; HANEFELD et al., 2009; SHELDON; VAN PELT, 2013). Ambos os métodos
resultam na retencdo do biocatalisador dentro de um espaco definido por uma membrana
semipermeavel que pode ser atravessada pelo substrato e pelo produto, mas € impermeavel ao

biocatalisador (ILLANES, 2008).
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O método de imobilizagdo por ligacdo entre a enzima e suporte solido ocorre por
ligagdes covalentes (entre grupos reativos do suporte e biocatalisador), interagcdes idnicas ou
adsorgdo fisica. As enzimas sdo facilmente fixadas a varios materiais organicos ou inorganicos,
como resinas acrilicas, amido, celulose, quitosana, silica, etc. (ADLERCREUTZ, 2013;
ARROYO, 1998; HANEFELD et al., 2009; ILLANES, 2008; SHELDON; VAN PELT, 2013).
Sua principal vantagem consiste na facilidade e simplicidade do procedimento, com poucas
mudangas na conformagao estrutural da enzima; entretanto, a dessor¢do da enzima pode ocorrer
por mudangas na for¢a ionica e temperatura (CAO, 2006).

No caso das lipases, uma técnica popular que tem sido amplamente relatada ¢ a
imobilizacgdo por adsor¢do hidrofébica em superficies altamente hidrofébicas (BASTIDA et al.,
1998; CIPOLATTI et al., 2018; MENDES et al., 2013; PALOMO et al., 2002). Isso ocorre
porque a interagdo entre os grupos hidrofébicos do suporte e da enzima induzem a abertura da
tampa da lipase (a ativacdo interfacial) tornando o sitio ativo acessivel ao substrato (BRADY
et al., 1990; MANOEL et al., 2015; MILED et al., 2001; SCHMID; VERGER, 1998;
VERGER, 1997). Dentre as lipases imobilizadas em suporte sélido, destacam-se: Candida
antarctica, Pseudomonas fluorescens, Thermomyces lanuginosus, Candida rugosa, lipase de
pancreas de porco e pancreas bovino, entre outras (MENDES et al., 2013; SILVEIRA et al.,
2019; VESCOVl et al., 2016; VESCOVI et al., 2017). Apesar dos excelentes resultados desta
abordagem de imobiliza¢do, o uso de suportes pré-existentes aumenta o custo final do
biocatalisador. Reduzir o custo do biocatalisador pode ser uma abordagem interessante para
tornar a aplicacdo de lipases imobilizadas ainda mais atraente. Nesse sentido, o grupo de
pesquisa do Prof. Sheldon relatou o desenvolvimento da técnica de precipitagdo e reticulagdo
enzimatica (CLEA, do inglés cross-linked enzyme aggregate), na qual ndo ha necessidade de
utilizar o suporte de imobilizagdo, ja que este método envolve a reticulagdo apds agregagdo e
precipitacdo das enzimas induzidas naturalmente ou artificialmente (CAO et al., 2000; CAO,
2006).

Na etapa de agrega¢do e precipitagdo, a enzima ¢ agregada e precipitada por um
precipitante (sais, solventes organicos misciveis com dgua, polimeros ndo idnicos, etc.) (CUI;
JIA, 2015), pois os agentes precipitantes podem alterar o estado de hidratacdo da molécula
enzimatica ou alterar a constante dielétrica da solugdo, promovendo assim a sua precipitagao.
Os diferentes precipitantes induzem conformagdes distintas das enzimas nos agregados
enzimaticos, que afetam as propriedades cataliticas do CLEA (LANFRANCHI et al., 2017).
Além dos agentes precipitantes, o pH durante a preparacdo dos agregados também pode

influenciar a atividade recuperada (TALEKAR et al., 2013). Isso ocorre, porque o pH do meio
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influencia as interagdes intramoleculares da proteina pela geragdo de forgas de repulsdo
eletrostaticas, além disso, altera o estado de ionizag¢do da proteina permitindo que a enzima
assuma configuracdo tridimensional desfavoravel a catélise. Se a proteina € precipitada nesta
forma desfavoravel e depois redissolvida no pH adequado, sua atividade € restaurada, mas se ¢
entrecruzada nesta forma, os CLEAs podem ter baixa atividade (KARTAL et al., 2011;
SHELDON, 2011).

RAMOS et al. (2018) avaliaram a precipitagdo da LPP na presenga de trés agentes
precipitantes (soluc¢do saturada de sulfato de amonio, acetona e etanol hidratado) utilizando a
relacdo enzima/agente precipitante na propor¢do 1:3 (v/v). Durante a selecdo do agente
precipitante, os autores verificaram que a LPP foi totalmente precipitada com recuperacéo de
100% da atividade catalitica. No entanto, durante a preparacdo do CLEA, apenas o etanol
proporcionou melhor atividade recuperada (3,5%) para o agregado de LPP. SCHOEVAART et
al. (2004) investigaram a precipitagdo de uma ampla variedade de enzimas, incluindo lipases
de diferentes fontes (Candida antarctica, Thermomyces lanuginosus € Rhizomucor miehei),
utilizando a relacdo enzima/agente precipitante na propor¢do 1:3 (v/v). Os autores verificaram
que todas as enzimas avaliadas apresentaram recuperagdo de 100% de atividade para pelo
menos um dos precipitantes avaliados apds a re-solvatagdo, incluindo as lipases que
apresentaram maxima precipitagdo e atividade recuperada na presenca de acetona, acetonitrila,
sulfato de amonia saturado, terc-butanol, etanol, propanol e polietilenoglicol. KARTAL et al.
(2011) verificaram o efeito de quatro agentes precipitantes (etanol, terc-butanol, acetona e
isopropanol) para a precipitagdo de lipase de Candida rugosa utilizando a relagdo
enzima/agente precipitante na proporg¢do 1:9 (v/v) e relataram que o isopropanol proporcionou
maxima atividade recuperada para a enzima durante as andlises de precipitagdo, no entanto, o
etanol levou a melhores atividades recuperadas (8,5%) durante a preparagdo do CLEA. KIM et
al. (2013) analisaram diferentes valores de pH para a preparacdo de CLEAs de dehidrogenase
e concluiram que as melhores atividades recuperadas para o agregado enzimatico foram obtidas
em solugdo com pH préximo ao neutro ou alcalino, enquanto os pH acidos levaram a redugéo
brusca da retencdo catalitica.

Na etapa de reticulagdo para a formagdo dos CLEAs, os agregados sdo reticulados com
um agente bifuncional (por exemplo, glutaraldeido) ou multifuncional (ex: polialdeido
dextrano), geralmente com grupos amino na superficie da enzima. O glutaraldeido tem sido
utilizado como agente de reticulagdo, uma vez que € barato e disponivel comercialmente
(RICHARDS; KNOWLES, 1968); entretanto, apresenta um tamanho relativamente pequeno,

podendo ocupar o sitio ativo da enzima ou até mesmo bloquear a entrada de substancias
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macromoleculares (MIGNEAULT et al., 2004). MAFRA et al. (2016) relataram a preparagdo
de CLEA de catalase reticulados com glutaraldeido (25 a 200 mM) e observaram que a
concentragdo de 50 mM de glutaraldeido produziu CLEA com retencdo catalitica de 62% e
maior estabilidade (aproximadamente 100% da atividade residual retida apds 200 h a 40 °C).
CUlI et al. (2016) investigaram a preparacdo de agregados de LPB reticulados com glutaraldeido
(0,5% a 2,5% (v/v))) durante 2 h a 4 °C e verificaram que a concentragdo de 1% (v/v) desse
agente reticulante proporcionou ao CLEA de LPB retencdo catalitica de 75%, enquanto as
demais concentra¢des levaram a redug@o na recuperagdo da atividade. ZHEN et al. (2013)
relataram que o CLEA de f-mananase preparado com glutaraldeido apresentou uma estrutura
compacta com baixa flexibilidade das moléculas da enzima, expressando menor atividade
recuperada (4,7%) em comparagdo com CLEAs preparados com polialdeido-dextrano (32%) e
polialdeido-amido (21%), os quais apresentaram uma estrutura porosa.

O mecanismo de reacdo dos agentes de reticulagdo baseia-se na formacdo de ligagdes
covalentes entre os seus grupos aldeidos e os residuos de lisina das enzimas, para formarem
uma base de Schiff. No entanto, existe a possibilidade dos grupos carboxil livres dos acidos
aspartico e glutamico reagirem com polimeros ricos em grupos aminos (polilisina ou
polietilenoiminas) para aumentar o nimero de possiveis locais de reticulagdo (WILSON et al.,
2006; YAMAGUCHI et al., 2011). WILSON et al. (2006) avaliaram a preparacdo de CLEA de
lipases de Alcaligenes sp. ¢ Candida antarctica utilizando o procedimento de tratamento prévio
da enzima com polietilenoimina (PEI) ou sulfato de PEI-dextrano (SPD), seguido de
precipitagdo com polietilenoglicol e reticulagdo com glutaraldeido. Os autores relataram que o
CLEA apresentou elevada estabilidade na presenca de solventes organicos, uma caracteristica
ndo verificada no CLEA dessas enzimas, quando o agregado ¢ preparado pelo procedimento
geral sem o tratamento da enzima com PEI ou SPD. Em outros casos, o PEI vém sendo utilizado
como agente de reticulagdo. VELASCO-LOZANO et al. (2014) estudaram a preparacdo de
CLEA de lipase de Candida rugosa por ativagdo dos grupos carboxilicos com carbodiimida,
seguido de reticulagdo com polietilenoimina (1,3 kDa). Os autores relataram que o CLEA
apresentou 1,3 vezes mais atividade e termoestabilidade em relagdo ao CLEA preparados pelo
método tradicional de reticulagdo com glutaraldeido, retendo 60% da atividade residual apos
22 ha50°C.

Uma variavel importante no estudo da preparacido de CLEAs € a relacdo entre o agente
de reticulagdo e a proteina, pois essa relacdo influencia a atividade e a morfologia dos
agregados. A atividade residual do agregado enzimético apresenta um valor maximo ao alterar

as concentracdes do agente de reticulacdo (BARBOSA et al., 2014; XUE; WOODLEY, 2012).
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Esse efeito foi reportado por RAMOS et al. (2018) no preparo de CLEAs de LPP, usando
diferentes concentracdes de glutaraldeido (5 a 40 pmol de glutaraldeido/mg de proteina) na
etapa de entrecruzamento. Os autores observaram que a LPP reticulada com 10 umol de
glutaraldeido/mg de proteina rendeu CLEAs com atividade recuperada de 40% e rendimento
de imobilizacdo de 78%, enquanto, concentra¢des superiores de glutaraldeido levaram a uma
reducdo na retencdo catalitica. Altas concentracdes de agente de reticulacdo podem prejudicar
a flexibilidade da enzima e resultar em uma alteracdo da rigidez, impedindo que o substrato
alcance o sitio ativo e aumentando as limitagdes de transferéncia de massa interna (BARBOSA
etal.,2014; XUE; WOODLEY, 2012).

Quando a superficie da enzima tem um baixo contetido de grupos amino, proteinas sem
atividade catalitica, chamados de co-feeders proteicos (por exemplo, albumina de soro bovino
(BSA), proteinas de soja, etc.) sdo comumente usados para auxiliar na reticulagdo, podendo
reduzir a lixiviagdo enzimatica ¢ as limita¢des de transferéncia de massa durante a reag¢do de
biotransformag¢do (GUAUQUE TORRES et al., 2014). CUI et al. (2016) investigaram a
preparagdo de CLEAs de LPB segundo o procedimento de coagrega¢do com BSA e os
resultados comprovaram que os co-feeders proteicos melhoram a atividade recuperada do
CLEA, atingindo valor de 75%, além de proporcionarem ao biocatalisador maior estabilidade
operacional e reten¢do de 78% da atividade catalitica apds 8 ciclos reacionais em batelada. Esse
resultado também foi verificado por RAMOS et al. (2018) quando avaliaram a preparacdo de
CLEA de LPP utilizando proteinas de soja como co-feeder proteicos (relagdo enzima/proteinas
de soja na propor¢do 1:3). Os autores observaram que o CLEA de LPP apresentaram
rendimento de imobilizagdo em torno de 78% e atividade recuperada em torno de 40%. Além
disso, a estabilidade operacional na reagdo de etandlise do 6leo de soja mostrou que o
rendimento de éster etilico de 4cido graxo (EEAG) foi superior a 50% ap6s dez ciclos de reagdo
de 24 h.

Além dos co-feeders proteicos, vem sendo reportada a utiliza¢do de aditivos magnéticos
funcionalizados com grupos aminos. Esta estratégia, além das vantagens discutidas
anteriormente, pode contornar o problema da dificuldade de recuperagdo dos CLEAs
(GARCIA-GALAN et al., 2011). KOPP et al. (2014) observaram que CLEAs de penicilina G-
acilase preparados por coagregacdo com nanoparticulas magnéticas e precipitacdo com
polietilenoglicol apresentaram melhor desempenho com relagéo a atividade recuperada, além
disso, apresentaram melhor estabilidade operacional e facilidade na recuperagdo do
biocatalisador. KUMAR et al. (2014) reportaram que a lacase coagregada com nanoparticulas

magnética funcionalizadas com grupos aminos proporcionaram a formagdo de CLEA com
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estrutura rigida e estavel, além de alta atividade volumétrica, aumento da estabilidade térmica
e operacional, resisténcia a condi¢des extremas e facilidade na recuperac¢do do biocatalisador.
AMARAL-FONSECA et al. (2018) relataram a preparacdo de CLEA de amiloglucosidase por
coagregacdo com nanoparticulas magnéticas aminadas (SNMPs), usando polietilenoimina
como auxiliar na etapa de reticulagdo com glutaraldeido. Os autores obtiveram agregados com
cerca de 40% da atividade recuperada e estabilidade térmica aproximadamente 4 vezes maior
que a enzima soluvel. Além disso, o CLEA apresentou estabilidade operacional, sendo
reutilizado na sacarificagdo de amido em cinco ciclos de 6 h a 45 °C e mantendo dextrose
equivalente superior a 85%.

Uma desvantagem importante a ser considerada no uso de CLEAs ¢ a limitacdo por
transferéncia de massa dentro de sua estrutura supramolecular altamente compacta (CUI; JIA,
2015). Alguns trabalhos vém relatando algumas modificagdes do método original, com o
objetivo de reduzir as limitagdes da transferéncia de massa intraparticulas. WANG et al., (2011)
realizou uma pequena mudanga no procedimento original visando preparar CLEAs porosos (p-
CLEAs). O procedimento envolve a coprecipitagdo da enzima com amido e a reticulagdo com
glutaraldeido, seguida pela hidrolise do polissacarideo presente na estrutura agregada utilizando
uma o-amilase. Os autores verificaram que p-CLEAs de papaina preparados desta forma
apresentaram tamanhos de poros maiores (permitindo reduzir a limitacdo de transporte de
massa) e grandes superficies em comparagdo aos CLEAs convencionais. Além disso, os p-
CLEAs de papaina preparados com co-feeders proteicos (ovalbumina e albumina de soro
bovino) e amido (0,3 a 0,4%, m/v) renderam 100% de retengdo catalitica, demonstrando a
viabilidade deste método de preparacdo de CLEA. Recentemente, CUI et al. (2017) relataram
um novo procedimento para preparar CLEAs de LPB em microemulséo de liquidos ionicos
hidrofébicos, com o objetivo de reduzir os problemas de difusdo dentro das estruturas
supramoleculares dos CLEAs. Sob condi¢des otimizadas, os autores obtiveram a preparagdo de
estruturas esféricas com boa dispersibilidade e maior atividade de recuperagdo (84,6%) em
comparagdo com a estrutura amorfa de CLEAs convencionais (52,8%).

Neste contexto, os procedimentos que descrevem a técnica de imobilizagdo por
precipitacdo e reticulacdo enzimatica mostram as peculiaridades existentes para o preparo de
agregados de diferentes enzimas, incluindo lipases, e consequentemente, comprovam o sucesso
da sintese de CLEAS para aplicacdo em diversas reag¢des de biotransformagdo (CUI et al., 2017;
CUI et al, 2016; RAMOS et al., 2018; AMARAL-FONSECA et al., 2018; TALEKAR et al.,
2012).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Lipase de pancreas de porco tipo II, albumina de soro bovino (BSA), dlcool terc-butilico,
tributirina, polietilenoimina (PEL, Mn médio ~ 423), dodecil aldeido, TNBS (4cido
trinitrobenzenossulfonico) e reagente de Bradford foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Solugéo de glutaraldeido (25% em H>O) foi adquirida da Vetec Quimica
Fina (Duque de Caixas, RJ, Brasil). Amido soluvel foi adquirido da PanReac Quimica
(Barcelona, Espanha). Etanol anidro (99,8% P.A.) foi adquirido da Synth (Diadema, SP,
Brasil). Proteinas de soja foi adquirida no mercado local. Nanoparticulas magnéticas de silica
(SNMPs) funcionalizadas com grupos amina derivados de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS)
(136 £ 10 umol amino/g) foram adquiridas da Kopp Technologies (Sao Carlos, SP, Brasil). a-
Amilase (BAN 480L) da Novozymes A/S foi uma doac¢do de LNF Latino Americana (Bento
Gongalves, RS, Brasil). Todos os demais reagentes eram de grau analitico e usados sem nenhum

tratamento prévio.

3.2. Procedimento geral de preparaciao do CLEA

Na etapa de precipitagdo, etanol (3,0 mL) foi adicionado a 1,0 mL de uma mistura
homogénea contendo LPP (5,0 mg de proteina mL™') e co-feeders (15 mg mL™') preparados em
tampao fosfato de sodio (5,0 mM, pH 7,0). A mistura foi mantida a 4 °C em agitador orbital
com agitagdo de 150 rpm durante 30 min. Apds esse periodo, glutaraldeido (5 umoles de
glutaraldeido/mg de proteina total) foi adicionado e a etapa de reticulagdo prosseguiu por 2,5 h
(RAMOS et al., 2018), como mostra a Figura 3-1. Os CLEAs preparados com co-feeders foram
separados por centrifugagdo a 10.400 g por 10 min a 4 °C, enquanto os CLEAs preparados com
nanoparticulas magnéticas de silica (SNMPs) como aditivo foram separados por um campo
magnético externo. O precipitado (CLEAs de LPP) foi lavado duas vezes com 3,0 mL de
tampao fosfato de sodio (100 mM, pH 7.0) e finalmente ressuspenso em 1,0 mL de tampao
fosfato de sodio (5,0 mM, pH 7,0). As medidas de atividades hidroliticas (tributirina como
substrato) na solu¢do inicial de enzima, sobrenadante final, sobrenadantes de lavagem e
suspensdo de CLEA foram usadas para calcular os seguintes parametros de imobilizagdo:
rendimento de imobilizacdo (RI), atividade recuperada (AR) e rendimento global (RG) usando

as seguintes equagdes:
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RI= (Ai - (Asobre + ALaV)

A ) x 100 (3-1)

Aderivado
Ai - (Asobre + ALav)

AR = ( ) x 100 (3-2)

A
RG = (M) x 100 (3-3)
Aj

onde A;j é a atividade inicial; Aderivado € a atividade dos CLEAS, Asobre € a atividade do

sobrenadante e Aray € a atividade dos sobrenadantes das lavagens.

Figura 3-1. Procedimento geral de preparacdo de CLEAs convencionais.
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CLEAs magnéticos porosos (pm-CLEAs) foram preparados pelo procedimento geral
descrito acima, mas adicionando amido soltivel como agente formador de poros na mistura da
solugdo enzimadtica, como mostra a Figura 3-2. Na etapa de precipitacdo, 3,0 mL de etanol
foram adicionados a 1 mL de uma mistura homogénea contendo LPP (5,0 mg de proteina mL"
1, co-feeders proteicos ou aditivos (7,5 mg de BSA ou proteinas de soja e 7,5 mg de SNMPs)
e amido soluvel (0,2%, 0,4%, 0,6%, 0,8% e 1,0%, m/v) preparado em tampao fosfato de sodio
(5,0 mM, pH 7.,0). A mistura foi mantida a 4 °C em agitador orbital a 150 rpm durante 30 min.
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Apbs este periodo, adicionou-se glutaraldeido (5 pmoles de glutaraldeido/mg de proteina total)
e prosseguiu-se a reticulacdo durante 2,5 h. O precipitado foi recuperado por separagéo
magnética, lavado e ressuspenso em 3,0 mL de tampao fosfato de sédio (5 mM, pH 7,0). Foi
adicionado um volume de 100 uL de a-amilase de Bacillus licheniformes (BAN 480L) e a
suspensdo foi incubada a 25 °C durante 2 h de modo a hidrolisar o amido em dextrinas, maltose
e glicose (WANG et al., 2011). Apds esse tempo, os CLEAs foram recuperados por separagdo
magnética, ressuspendidos em 1,0 mL de tampédo fosfato de sédio (5,0 mM, pH 7,0) e
armazenados a 4 °C. As atividades hidroliticas foram medidas para calcular os parametros de

imobilizagdo, como descrito acima.

Figura 3-2. Procedimento para a prepara¢do de CLEAs magnéticos porosos pm-CLEA.
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3.3. Determinacio de proteina

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD,

1976), usando albumina de soro bovino (BSA) como proteina padrdo.
3.4. Ensaio de Atividade Padrao

A atividade hidrolitica foi medida de acordo com BEISSON et al. (2000) com pequenas
modifica¢des. Resumidamente, um volume de 100 pL de solu¢do enzimatica (ou CLEA
ressuspendido) foi adicionado a uma mistura de 1,5 mL de tributirina, 6,0 mL de tamp?&o fostato
de sodio (100 mM, pH 7.5) e 16,5 mL de 4dgua destilada. A reagdo hidrolitica foi realizada a 37

°C, agitagdo de 500 rpm durante 5 min. A hidrélise da tributirina foi monitorizada num titulador
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Titrino 907 (Metrohm, Herisau, Sui¢a) utilizando uma solu¢do de KOH 20 mM para manter o
pH dareacdo a 7,5. A atividade hidrolitica foi calculada considerando o consumo de KOH para
neutralizar o acido butirico liberado no meio reacional. Uma unidade de tributirina (TBU) foi
definida como a velocidade de reagdo necessaria para libertar 1 pmol de 4cido butirico por

minuto nas condigdes descritas.
3.5. Modificacio quimica ou fisica da superficie da lipase

Em alguns casos, antes do procedimento de precipitagdo, a LPP foi incubada com
polietilenoimina (PEI, mistura de oligdmeros com um Mn médio de aproximadamente 423)

e/ou dodecil aldeido, como mostra a Figura 3-3.

Figura 3-3. Modificagdo quimica ou fisica da superficie da lipase de pancreas de porco (LPP)
com dodecil aldeido e polietilenoimina.
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O tratamento com PEI foi realizado de acordo com WILSON et al. (2006), adicionando
50 pL de solucdo de PEI (100 mg mL™!) em uma solugdo homogénea de LPP (5 mg mL™)
preparada em tampao fosfato de sodio (5 mM, pH final 7,0). O meio reacional foi incubado a
25 °C e agitacdo de 150 rpm durante 60 min. Em seguida, a solu¢do enzimatica foi dialisada
em membrana de celulose (massa molecular de corte de 14 kDa) a 4 °C durante 16 h contra

excesso de agua para remover o excesso de agente modificador de superficie.
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Para o tratamento com dodecil aldeido, adicionou-se 181 pul. de uma solugdo deste
aldeido (831 mg mL™") a 30 mL de uma solu¢do de LPP (5 mg mL') preparada em tampao
carbonato de sodio (100 mM, pH 10,0) para a razdo massica 1:1 (dodecil aldeido:LPP). A
solugdo foi incubada a 25 °C sob agitagdo de 150 rpm durante 180 min. Neste caso, tanto a LPP
ndo modificada como a LPP tratada com PEI foram modificadas com dodecil aldeido. Apos
este periodo, adicionou-se borohidreto de sédio (1 mg mL™! de solucfo) a solugio e a reagio
prosseguiu durante 30 min. No final, a solugdo enzimatica foi dialisada a 4 °C durante 16 h
contra o excesso de agua para remover o excesso de agentes modificadores de superficie e
redutores.

A modificacdo da superficie das enzimas foi avaliada pelo método colorimétrico do
acido 2,4,6-trinitrobenzenossulfonico (TNBS) (SNYDER; SOBOCINSKI, 1975). Solugdes
contendo TNBS (0,01%, v/v) e LPP modificada e nio modificada (0,01 mg mL™) foram
preparadas em tampao borato de sodio (100 mM, pH 9,0) e incubadas a 25 °C durante 30 min.
Depois, mediu-se a absorbancia a 420 nm e relacionou-se com a concentragdo de grupos amino
utilizando uma curva padrio construida com glicina como aminoacido padrdo, como ilustrado

no Apéndice A (Figura Al).

3.6. Caracterizacdo da LPP Livre e Imobilizada

3.6.1. Efeito do pH e da temperatura na atividade hidrolitica da LPP e na estabilidade

térmica

A atividade enzimatica da enzima imobilizada ou livre foi determinada em diferentes
valores de pH a 37 °C, utilizando diferentes tampdes com uma concentragdo de 100 mM:
acetato de sodio a pH 5,0, fosfato de sédio (valores de pH de 6,0 a 8,0) ou carbonato de sodio
(pH 9,0 e 10,0). Uma solug¢do em branco nas mesmas condi¢des (mas sem enzima) foi utilizada
para verificar se havia hidrélise quimica (acida ou alcalina) nos valores de pH avaliados.

Para determinar a temperatura de atividade 6tima da lipase livre ou imobilizada, mediu-
se a atividade enzimatica utilizando tampao fosfato de s6dio 100 mM a pH 7.5, em uma faixa
de temperaturas de 10 a 70 °C.

Para ensaios de estabilidade, a LPP livre e imobilizada foram incubadas a 40 °C em
tampao fosfato de sédio (100 mM, pH 8,0) durante 10 h sob agitagdo a 150 rpm. Em intervalos

de tempo regulares, amostras foram retiradas para medic¢ao da atividade hidrolitica.
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3.6.2. Determinacao do fator de efetividade

As velocidades iniciais de reagdo foram medidas a 40 °C e pH 7,5 utilizando diferentes
concentragdes de tributirina (19,28; 38,35; 57,2; 112,5; 217,9 e 284,4 mM) para LPP livre ¢
imobilizada. O fator de efetividade () para cada forma de LPP nas concentragdes de tributirina

avaliadas foi determinado usando a seguinte equagéo:

_ Vderivado

3-4
VLivre ( )

onde Verivado € Viivre $80 as velocidades inicias de reagdo catalisada pela mesma quantidade de

enzima (LPP livre e CLEAs de LPP, respectivamente).

3.6.3. Microscopia eletronica de varredura com aplicaciao de campo elétrico (MEV-FEG)

dos CLEASs de LPP

A morfologia da superficie dos CLEAs e pm-CLEAs foi estudada por microscopia
eletronica de varredura com aplica¢do de campo elétrico (MEV-FEG) usando um microscopio
eletronico JEOL JSM6701F (Alemanha) operado a 2 kV. As amostras foram impregnadas com

silicio e secas em um dessecador por 24 horas antes de serem escaneadas sob vacuo.

3.7. Reutilizacio de biocatalisadores em hidrdlise de tributirina

O desempenho de LPP livre e pm-PS-CLEA (CLEAs porosos de LPP preparados com
proteinas de soja e SNMPs) foi avaliado na hidrdlise de uma solugéo de tributirina 74,2 mM a
37 °C e pH 7,5 por 4 h sob agitagdo a 500 rpm. O meio reacional foi composto por 6 mL de
tampao fosfato de sodio (100 mM, pH 7.5), 16,5 mL de dgua destilada, 0,5 mL de tributirina e
uma carga enzimatica de 70 TBU/g tributirina (para LPP livre e imobilizada).

Os ensaios de reutilizacdo foram realizados nas mesmas condi¢des acima usando o pm-
PS-CLEA como biocatalisador. Entre cada ciclo, os CLEAs foram recuperados por separagéo

magnética e lavados com agua destilada.
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3.8. Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram expressos
como média + ¢ (desvio padrdo médio). Analises de variancia entre as médias foram realizadas

pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Influéncia de co-feeders na preparaciao de CLEAs

As proteinas inertes, albumina de soro bovino (BSA) e proteinas de soja (PS), foram
avaliadas como co-feeders, e as nanoparticulas magnéticas de silica funcionalizadas com
grupos amino (SNMPs) foram empregadas para produzir CLEAs magnéticos. A Tabela 4-1
mostra que o uso de co-feeders proteicos (BSA ou PS) permitiu atingir atividades recuperadas
em torno de 6,5 e 15,7 vezes maiores do que aquela obtida para os CLEAs preparados sem
qualquer aditivo (co-feeder proteicos ou SNMPs). Embora os co-feeders tenham contribuido
para a prepara¢do de CLEAs mais ativos, o rendimento de imobilizagdo na presenga de PS foi
reduzido de aproximadamente 65% para 51%, enquanto na presenga de BSA o rendimento de
imobilizacdo aumentou de aproximadamente 65% para 94%.

Os CLEAs preparados com SNMPs também mostraram um aumento na atividade
recuperada (8,4 vezes), sem diminuicéo significativa no rendimento de imobilizagdo (de 65%
para 63%). No entanto, uma combinagdo de co-feeders proteicos (BSA ou PS) e SNMPs (razdo
massica de 1:1) mostrou ser a melhor estratégia, particularmente no caso de BSA/SNMP, que
rendeu CLEAs com rendimento de imobilizagdo de aproximadamente 70% e atividade
recuperada de 25,43% (em torno de 17 vezes maior do que na ausé€ncia de co-feeders (onde a
atividade recuperada foi de apenas 1,45%)). Além da melhoria na atividade recuperada, esses
CLEAs possuem propriedades magnéticas que permitem sua facil recuperacdo aplicando um
campo magnético externo (Figura 4-1).

Varios estudos mostram que CLEAs coagregados com co-feeders proteicos (BSA ou
PS) exibem melhor desempenho com relagdo a lixiviagdo enzimdtica durante a etapa de
lavagem e redugdo das limitagdes de transferéncia de massa durante a reagdo, principalmente
usando substratos macromoleculares (CUI et al., 2016; LOPEZ-GALLEGO et al., 2005;
SAMOYLOVA et al., 2018; TALEKAR et al., 2012). Esses melhores desempenhos estdo
relacionados aos grupos aminos dos residuos de lisina presentes na superficie da estrutura
desses co-feeders que auxiliam na formagéo de ligagdes covalentes entre a enzima e a proteina
inerte formando a matriz do CLEA (KOPP et al., 2014; KUMAR et al., 2014; LOPEZ-
GALLEGO et al., 2005; WILSON et al., 2006). Vale ressaltar que as SNMPs também
forneceram aos CLEAs essas melhorias, uma vez que elas sdo funcionalizadas com grupos

aminos primdrios derivados do reagente de funcionaliza¢do (3-aminopropiltrietoxissilano).
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Além disso, o uso de co-feeders pode reduzir ou evitar problemas de difusdo, aumentando a

atividade recuperada (CUI et al., 2016).

Tabela 4-1. Avalia¢do da adi¢do de nanoparticulas magnéticas de silica funcionalizada com
grupos aminos (SNMPs) e co-feeders proteicos (BSA e PS) na preparagdo de CLEAs de lipase
de pancreas de porco (LPP). Os valores sdo expressos como média de triplicatas + desvio padrao

(o).

CLEAs AR % 6 (%) RI” £ 6 (%) RG* % 6 (%)
CLEA-LPP? 1,45+ 0,08 6525+ 3.52 0.93 = 0,003
CLEA-LPP-BSA® 9.40£0.11 93,69 = 1,50 9.45 £ 0,39
CLEA-LPP-PSf 22,81+ 1,16 51,42 + 0,35 10,72 + 0,34
CLEA-LPP-SNMPs¢ 12,27+ 0,77 63,04 + 2,42 772 £ 0,24
CLEA-LPP-BSA-SNMPs" 2543 0,21 69,69 = 1,20 20,30 = 0,52
CLEA-LPP-PS-SNMPs! 32,84+ 1,76 4525+ 1,07 16.40 + 1,12

Nota: * Atividade recuperada; ® Rendimento de imobiliza¢o; ¢ Rendimento global; CLEA
preparado ¢ sem co-feeders e com: ¢ Albumina de soro bovino (BSA); f Proteinas de soja (PS);
¢ Nanoparticulas magnéticas de silica (SNMPs); " Propor¢do massica BSA/SNMPs de 1:1; !
Relag¢do massica PS/SNMPs de 1:1. Condi¢des do ensaio: precipitacdo com etanol (relagdo
solugdo enzimatica/volume de etanol de 1:3) e coagregacdo sem e com co-feeders (relagdo
proteina totais/massa co-feeders de 1:3) durante 30 min, seguida de reticulagdo com
glutaraldeido (5 umoles de glutaraldeido/mg de proteina total) durante 2,5 h a 4 °C sob agitagdo
de 150 rpm.

Figura 4-1. Imagens da separacdo magnética do CLEA pela aplicagdo de um campo magnético
externo: (a) suspensdo CLEA, (b) campo magnético capturando o CLEA, ¢ (¢) CLEA separado
da suspensao.
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Como a combinagdo de BSA e SNMPs (propor¢do massica 1:1 para relagdo BSA e
SNMP e 1:3 para enzima total/co-feeders + aditivo) proporcionou melhores resultados em
termos de atividade recuperada foram também avaliadas outras propor¢des massicas de
BSA/SNMPs. A Figura 4-2 mostra que as combinagdes de BSA/SNMPs com razdes de 1:3 ¢
3:1 resultaram em rendimentos de imobiliza¢do de aproximadamente 100%, no entanto, as
atividades recuperadas apresentaram valores inferiores a 10%. Provavelmente, as
nanoparticulas (muito rigidas) tenham causado algum efeito negativo na conformagio
enzimatica ao reagir com a enzima, ou sua multifuncionalidade produziu uma estrutura mais
compacta do CLEA. A LPP € uma proteina formada por uma unica cadeia polipeptidica (~50
kDa), dividida em dois dominios com fung¢des especificas (Figura 2-4). O dominio N-terminal

153" Asp!”” e His?**), e o dominio C-terminal

(residuos de 1 a 336) contém a triade catalitica (Ser
(residuos de 337 a 449) esta envolvido na liga¢do da colipase, uma pequena proteina (~10 kDa)
que ancora a lipase a interface agua-lipidio (HERMOSO et al., 1996). Esta lipase apresenta
uma flexibilidade intrinseca na posi¢ao relativa aos seus dominios N e C-terminal (uma pequena
rotagdo em volta dos residuos 334-335). A propriedade do dominio N-terminal de mover-se
independentemente da tampa (segmento Cys>*® — Cys?®?), colipase e C-terminal pode ter
implicagdes funcionais a medida que a LPP se liga a interface 4gua-lipidio (HERMOSO et al.,
1996). Além disso, a tampa e a sequéncia de residuos 77-86 (ambos criticos para a ativagdo da
lipase - abrindo a tampa) contém residuos de Lys (Lys**® e Lys?®!, respectivamente). O
envolvimento desses residuos de Lys em ligagdes covalentes com o glutaraldeido pode afetar
negativamente a atividade da enzima.

Assim, as razdes massicas de 1:3 relacionados a enzima/(BSA + SNMPs) e 1:1 de

BSA/SNMPs foram selecionadas para os experimentos seguintes.
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Figura 4-2. Efeito da propor¢do massica de BSA/SNMPs sobre os pardmetros de imobilizagao
(AR - atividade recuperada, RI - rendimento de imobiliza¢do ¢ RG - rendimento global) da
lipase de pancreas porco (LPP) na preparagdo de CLEAs.
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Nota: Condi¢des de ensaio: precipitagdo com etanol (relacdo solug¢do enzimatica/volume de
etanol de 1:3), coagregacdo com aditivos (relacdo enzima/massa total de aditivos de 1:3),
reticulag@o com glutaraldeido (5 umoles de glutaraldeido/mg proteina total), temperatura 4 °C,
30 min de precipitacdo/agregacdo e reticulagdo de 2,5 h sob agitag¢do a 150 rpm.

4.2. Tratamento da superficie da LPP

A modificagdo da superficie da LPP com polietilenoimina (PEI) e dodecil aldeido levou
auma perda de cerca de 30% da atividade, onde as atividades especificas (U/mg proteina) foram
27,54 + 0,67, 19,44 + 0,53 ¢ 19,63 + 0,18, para enzima ndo modificada, enzima tratada com
PEI ou aldeido, respectivamente. A Tabela 4-2 mostra que a modificagdo com dodecil aldeido
reduziu em aproximadamente 30% a absorbancia da amostra pelo método colorimétrico do
acido 2.4,6-trinitrobenzenossulfonico (TNBS). Isto significa que cerca de 344 umol de grupos
amino/g de proteina foram modificados apos este tratamento. A superficie da LPP € rica em
grupos aminos primarios (Figura 2-4). A cadeia A (dominios N e C-terminais) tem 22 residuos
Lys e o terminal amino, enquanto a cadeia B (colipase) tem 4 residuos Lys (o nimero de
residuos Lys foi obtido a partir da sequéncia primdria do complexo lipase-colipase - Codigo
PDB 1ETH). Assim, particularmente a modificagdo pelo dodecil aldeido reduziu os grupos
aminos disponiveis, mas ndo comprometeu a reticulacdo da enzima com glutaraldeido devido

aos grupos amino primadrios livres ainda disponiveis na superficie enziméatica. Apesar disso, as
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lipases modificadas foram mais estdveis que a LPP nfo modificada (Figura 4-3).
Particularmente, a LPP tratada com dodecil aldeido apresentou maior estabilidade em relagdo
a enzima ndo modificada (atividades residuais apds 5 h de incubagdo a 40 °C e pH 8 (tampéo

fosfato 100 mM) em torno de 57% e 4%, respectivamente).

Tabela 4-2. Avaliagdo do tratamento da lipase de pancreas de porco (LPP) com
polietilenoimina (PEI) e dodecil aldeido usando o método colorimétrico do acido 2.4,6-
trinitrobenzenossulfonico (TNBS) para a determinagdo dos grupos aminos.

[Grupos aminos| = ¢ (umol

Tratamento de LPP Abs 420nm * ¢ grupos aminos/g proteina)
Nenhum 0,821 + 0,068 1102,01 +90,61
PEI 0,981 + 0,069 1316,51 + 92,31
Dodecil aldeido 0,565+ 0,012 757,85+ 15,91

Nota: Condic¢des dos ensaios (i) tratamento com PEI: 50 uL de solu¢do de PEI (100 mg mL™!)
foram adicionados em 1 mL de uma solugio de LPP (5 mg mL") preparada em tampao fosfato
de sodio (5 mM, pH 7.0), seguido por incubacdo a 25 °C por 60 min e agitacdo de 150 rpm. (i)
tratamento com dodecil aldeido: 181 pL de uma solucdo de dodecil aldeido (831 mg mL™")
foram adicionados em 30 mL de uma solugdo de LPP (5 mg mL) preparada em tampo
carbonato de sodio (100 mM, pH 10.0), seguida por incubagdo a 25 °C por 180 min e agitagdo
de 150 rpm. Apds cada tratamento, a solugdo de enzima foi dialisada contra excesso de agua
destilada em membranas de celulose (massa molecular de corte de 14 kDa) a 4 °C por 16 h.
Apés didlise, a modificagdo da superficie da enzima foi avaliada pelo método colorimétrico do
TNBS: solugdes de TNBS 0,01% (v/v), contendo LPP modifica e ndo modificada (0.01 mg mL"
1) foram preparadas em tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 9,0 e incubadas a 25 °C por 30
min. Em seguida, as absorbancias das solu¢des foram medidas em 420 nm e, entdo, relacionadas
com a concentragdo de grupos aminos usando uma curva padrdo construida com glicina como
aminodcido padrio.
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Figura 4-3. Inativacgdo térmica da LPP livre ndo modificada e modificada com polietilenoimina
(PEI) e dodecil aldeido.
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Nota: Condi¢des do ensaio: 40 °C e pH 8,0 (tampao fosfato 100 mM) e solucdes enzimaticas
contendo 5 mg de proteina mL™.

A Tabela 4-3 mostra o efeito do tratamento da superficie da LPP com polietilenoimina
(PEI) e dodecil aldeido sobre o rendimento de imobilizagéo e atividade recuperada. Todos os
tratamentos proporcionaram 100% de rendimento de imobilizagdo, mas as atividades
recuperadas dos biocatalisadores ndo apresentaram melhoria em relacdo aos CLEAs preparados
com LPP sem nenhum tratamento. Os CLEAs preparados com LPP tratados com PEI
produziram a menor atividade recuperada (7,17%), provavelmente devido a formagdo de
estruturas mais compactas promovidas pela intensa reticulagdo. Além disso, o carater cationico
desse polimero pode ter levado a formagdo de uma camada hidrofilica na superficie da enzima,
prejudicando a difusdo do substrato para o sitio ativo. Por outro lado, o tratamento da superficie
da LPP com dodecil aldeido (aldeido hidrofobico) permitiu uma atividade recuperada em torno
de 20%, pois esse composto provavelmente criou uma camada hidrofébica na superficie da
enzima, auxiliando na etapa de agregacdo, ainda que os grupos aminos na superficie da enzima
estejam em concentragdes reduzidas para a etapa de reticulagdo. Como a combinagdo de ambos
0s tratamentos permitiu um pequeno aumento na atividade recuperada, apenas o tratamento da

superficie com dodecil aldeido foi escolhido para outros ensaios experimentais.
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Tabela 4-3. Avaliagdo do tratamento da lipase do pancreas de porco (LPP) com
polietilenoimina (PEI) e dodecil aldeido quanto aos parametros de imobilizacgdo: rendimento de
imobilizacdo (RI) e atividade recuperada (AR). Os valores s@o expressos como média de
triplicatas + desvio padréo (o).

LPP tratada AR £ 6 (%) RI %= 6 (%)

PEI 7,17+ 0,32 99,50 + 1,00

Dodecil aldeido 20,08 £ 0,72 99,00 + 2,00

PEI seguido ,de Dodecil 25,64+ 137 99,60 + 2,00
aldeido

Nota: Condi¢des de preparacdo do CLEA: tratamento da superficie da LPP com PEI e dodecil
aldeido, precipitagdo com etanol (relagdo solu¢do enzimdtica/volume de etanol de 1:3),
coagregacdo com co-feeders (relagdo massica de 1:1,5:1,5 para PPL/BSA/SNMPs), reticulagdo
com glutaraldeido (5 pmol de glutaraldeido/mg de proteina total), temperatura de 4 °C, 30 min
de precipitagdo/agregacdo e reticulagdo de 2,5 h sob agitagdo de 150 rpm.

4.3. Preparacio de CLEAs magnéticos usando amido nas etapas de agregacio e

reticulaciao

A influéncia da concentragdo de amido no rendimento de imobilizacdo e atividade
recuperada dos CLEAs de LPP ¢ mostrada na Figura 4-4. A adi¢cdo de amido proporcionou
aumentos significativos no rendimento de imobilizagdo até uma concentragdo de 0,6% (m/v),
mas apenas as concentragdes de 0,8 e 1% (m/v) resultou em 100% de imobilizagdo. A atividade
recuperada aumentou para todas as concentragdes de amido, atingindo uma retengao catalitica
maxima de 67% (mais do que o dobro da atividade recuperada sem amido) quando se utilizou
0,8% de amido durante a preparagdo do CLEA. Assim, 0,8% (m/v) de amido foi selecionado
para a preparagdo de CLEAs de LPP.

TALEKAR et al. (2012) reportaram o uso de amido na preparagdo de CLEAs porosos
(p-CLEAs) de invertase de Saccharomyces cerevisiae e verificaram que o uso de amido levou
a formacdo de uma superficie porosa ndo uniforme, resultando em melhor transferéncia de
massa e minimizagdo de problemas de difusdo. Além disso, concluiram que a concentragdo de
0,4% (m/v) de amido levou a retengdo de 100% do potencial catalitico da enzima ao agregado

enzimatico, demonstrando a viabilidade deste método de preparacdo de agregados enzimaticos.
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Figura 4-4. Efeito da concentracdo de amido no rendimento de imobilizagdo e atividade
recuperada dos CLEAs de LPP.
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Nota: Condigdes do ensaio: tratamento da superficie de LPP com dodecil aldeido (relagdo
massica LPP/dodecil aldeido de 1:1), precipitagdo com etanol (relacdo solugdo
enzimatica/volume etanol de 1:3), coagregacdo com co-feeders (propor¢do massica
LPP/BSA/SNMPs de 1:1,5:1,5 e concentragdo de amido de 0,2 a 1%, m/v), reticulagdo com
glutaraldeido (5 pmoles de glutaraldeido/mg proteina total), temperatura de 4 °C, 30 min de
precipitagdo/agregacgao e reticulagdo de 2,5 h e agitagdo de 150 rpm, seguido de incubagdo com

a-amilase a 25 °C, agitacdo de 150 rpm durante 2 h.

4.4. Influéncia do tempo de tratamento com glutaraldeido na preparacio de CLEAs de

LPP

A Tabela 4-4 mostra a influéncia do tempo de reticulagdo com glutaraldeido na
preparagdo de CLEAs de LPP. Os resultados mostraram que ndo houve nenhum efeito
significativo na atividade recuperada, sendo as ARs iguais estatisticamente pelo teste de Tukey
(em torno de 66%) para todos os tempos de reticulacio estudados. Além disso, a incubagdo dos
CLEAs em tampao fosfato de sodio com alta forga ionica (100 mM, pH 7,0) durante 12 horas
mostrou que a enzima imobilizada apresentou alta estabilidade e baixa lixiviacdo da LPP da
matriz do CLEA para o sobrenadante (80 a 90% de atividade recuperada no CLEA). Assim, o
tempo de reticulacdo de 15 h foi escolhido para realizar outros ensaios, pois, segundo
GUAUQUE TORRES et al. (2013) o maior periodo de reticulagdo proporciona maior

estabilidade ao agregado.
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Tabela 4-4. Influéncia de diferentes tempos de reticulagdo com glutaraldeido na atividade
recuperada (AR) do CLEA de LPP.

Tempo (h) AR (%)

3 h (0,5 h de precipitagdo + 2.5 h de reticulagdo) 64,52a*
5.5 h (0,5 h de precipitagdo + 5 h de reticulagéo) 65,53a
10.5 h (0,5 h de precipitagdo + 10 h de reticulagéo) 66,10a
15.5 h (0,5 h de precipitagdo + 15 h de reticulagéo) 66,75a

Nota: A andlise de variancia para médias de atividade recuperada (AR) pelo teste de Tukey a
5% de significancia ndo mostrou diferenga estatisticamente significante (letra sobrescrita igual).
Condig¢des do ensaio: tratamento da superficie de LPP com dodecil aldeido (relacdo massica
LPP/dodecil aldeido de 1:1), agregagdo/precipitagdio com etanol (relagdo entre solugdo
enzimatica/volume de etanol de 1:3) na presenga da propor¢do massica LPP/BSA/SNMPs de
1:1,5:1,5 e amido (0,8%, m/v) durante 0,5 h a 4 sob agitagdo a 150 rpm, seguido de tratamento
com glutaraldeido (10 pumoles de aldeido/mg de proteina total). No final, o amido foi
hidrolisado com a-amilase a 25 °C durante 2 h sob 150 rpm.

4.5. Selecio de aditivos para a preparacao de CLEAs de LPP usando 0,8% (m/v) de amido

como agente formador de poros

A influéncia da presenca de co-feeders proteicos (BSA ou PS) e nanoparticulas
magnéticas de silica (SNMPs) na preparagdo de CLEAs de LPP usando amido (0,8%, m/v)
como agente formador de poros é¢ mostrada na Tabela 4-5. As atividades recuperadas de todos
os CLEAs preparados na presenga de amido aumentaram aproximadamente duas vezes apos a
hidrélise do amido utilizando a-amilase de Bacillus licheniformes, alcangando 81% de
atividade recuperada quando o CLEA de LPP foi preparado na presenga de uma mistura de PS

e SNMPs.
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Tabela 4-5. Avaliagao de diferentes aditivos na preparacdo de CLEAs magnéticos porosos (pm-
CLEAs) da lipase de pancreas de porco (LPP). Os valores do parametro de imobilizagéo
referente a atividade recuperada (AR) sdo expressos como média de triplicatas + desvio padrao

(o).

Atividades recuperadas de CLEAs magnéticos (AR + ¢ (%))

Aditi
HHvos Antes da hidrolise do amido  Depois da hidrélise do amido
com c-amilase com g-amylase
SNMPs? 24,46 £ 0,24 54,01 + 0,64
BSA + SNMPsP 28,18 £ 0,67 66,55+ 0,01
SP + SNMPs¢ 36,77 £ 0,38 81,02+ 0,16

Nota: * Nanoparticula magnética de silica; ° Relagdo massica albumina de soro
bovino/nanoparticulas magnéticas de silica de 1:1; ¢ Relagdo massica proteinas de
soja/nanoparticulas magnéticas de silica de 1:1. Condi¢des de ensaio: tratamento da superficie
de LPP com dodecil aldeido (relagdo madssica LPP/dodecil aldeido de 1:1),
agregacdo/precipitacdo com etanol (relacdo solug¢do enzimatica/volume etanol de 1:3) na
presenga de aditivos (propor¢do LPP/massa total de aditivos de 1:3) e amido (0,8%, m/v),
temperatura de 4 °C, agitacdo de 150 rpm durante 0,5 h, seguido por tratamento com
glutaraldeido (5 pmoles de glutaraldeido/mg de proteina total) por 15 h. No final, o amido foi
hidrolisado com a-amilase a 25 °C, agita¢do de 150 rpm durante 2 h.

4.6. Caracterizacio da LPP livre e imobilizada

4.6.1. Efeito do pH, temperatura e velocidade de agitacdo na atividade hidrolitica e

estabilidade térmica

O efeito do pH no perfil cinético da LPP livre e imobilizada (pm-CLEA) ¢ mostrado na
Figura 4-5. O valor de pH para a maxima atividade da LPP livre (32,2 + 0,65 U/mg proteina) e
pm-PS-CLEA (24,13 + 0,35 U/mg de proteina) foi semelhante (pH 8,0), enquanto para pm-
BSA-CLEA (19,14 + 0,13 U/mg de proteina) foi alterado para 9,0. Em valores de pH mais altos,
a enzima livre apresentou grande redugdo na atividade, enquanto as enzimas imobilizadas
retiveram uma alta porcentagem de atividade mesmo em pH 10. Dessa forma, em condigdes
alcalinas, os pm-CLEAs foram muito mais ativos que a enzima soluvel em termos absolutos.
CUI et al. (2016) também relataram comportamento similar para os CLEAs da lipase de

pancreas bovino (acima de 90% de atividade na faixa de pH de 8.0 a 10,0).
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Figura 4-5. Perfil de atividade versus pH para LPP livre e imobilizada.
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Nota: Condic¢des de preparo dos pm- (PS ou BSA) -CLEAs: tratamento de superficie da LPP
com dodecil aldeido (relagdo massica LPP/dodecil aldeido de 1:1), agregagdo/precipitacdo com
etanol (relacdo solugdo enzimatica/volume de etanol de 1:3) em presenca de LPP/BSA ou
PS/SNMPs em razdo massica de 1:1,5:1,5 e amido (0,8%, m/v) por 0,5 h, seguido de tratamento
com glutaraldeido (5 pmoles de glutaraldeido/mg de proteina total) por 15 h a 4 °C, agitagdo
de 150 rpm, seguido de tratamento com a-amilase a 25 °C sob agitac@o de 150 rpm durante 2
h. Condig¢des dos ensaios para influéncia do pH: hidrélise de tributirina (concentra¢do de 217,9
mM) a 40 °C e diferentes valores de pH durante 5 min sob agitagdo de 500 rpm.

A Figura 4-6 mostra o efeito da temperatura sobre a atividade da LPP livre e
imobilizada. A temperatura em que ha maxima atividade dos CLEAs magnéticos porosos (pm-
PS-CLEA e pm-BSA-CLEA) apresentou alteracdo em relagdo a LPP livre, sendo deslocada de
40 °C (LPP livre) para cerca de 50 °C, sugerindo que a enzima imobilizada é mais termicamente
estavel do que a enzima livre em altas temperaturas. A 60 °C, pm-BSA-CLEA ¢ pm-PS-CLEA
apresentaram atividades especificas de 28,0 + 0,6 U/mg de proteina e 20,0 = 0,8 U/mg de
proteina, respectivamente, enquanto a LPP livre apresentou uma atividade de 2,0 + 0,1 U/mg
de proteina. Mais uma vez, nestas condi¢des, a enzima imobilizada foi muito mais ativa do que
a enzima livre. As diferencas entre estes dois biocatalisadores aumentaram com o aumento de
temperatura, observa-se que a 70 °C, a enzima livre € totalmente inativa, enquanto que o pm-
BSA-CLEA reteve mais de 20% de atividade. Estes resultados mostram que o pm-BSA-CLEA
apresentou maior estabilidade de sua estrutura sob condigdes muito drasticas em relagdo a
enzima livre, uma vez que a imobilizagdo produziu forte rigidificagdo da estrutura enzimatica.

Assim, o novo biocatalisador apresentou melhor desempenho catalitico em condigdes drasticas
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do que a enzima livre e ¢ um novo exemplo de como a atividade recuperada pode ser alterada

dependendo das condi¢des de determinacdo da atividade (RODRIGUES et al., 2013).

Figura 4-6. Perfil de atividade de LPP em relacdo a temperatura.
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Nota: Condi¢des de preparagdo dos pm- (BSA ou PS) -CLEAs: tratamento de superficie da
LPP com dodecil aldeido (relacdo méssica LPP/dodecil aldeido de 1:1), agregagao/precipitagio
com etanol (relagdo solucdo enzimdtica/volume de etanol de 1:3) em presenca de LPP/BSA ou
PS/SNMPs em razdo massica de 1:1,5:1,5 e amido (0,8%, m/v) por 0,5 h, seguido por
tratamento com glutaraldeido (5 pmoles de glutaraldeido/mg proteina total) por 15 h a 4 °C sob
agitagdo de 150 rpm, seguido de hidrdlise do amido com a-amilase a 25 °C sob agitagdo de 150
rpm durante 2 h. Condi¢des dos ensaios para influéncia da temperatura: hidrélise da tributirina
(concentracdo de 217,9 mM), pH 8,0, temperatura variando de 10 a 70 °C durante 5 min sob
agitacdo de 500 rpm.

A Figura 4-7 mostra o efeito da velocidade de agitacdo no comportamento cinético da
LPP livre e imobilizada. A LPP livre apresentou atividade catalitica maxima em 500 rpm e, em
seguida, a atividade diminuiu, enquanto as atividades dos CLEAs magnéticos porosos
aumentaram continuamente dentro do intervalo avaliado. Assim, enquanto a enzima livre ¢
exposta a bolhas de gas e tens@o de cisalhamento, e isso produz sua inativagdo, a enzima
imobilizada € protegida dentro da particula solida porosa e retém alta atividade catalitica
(BARBOSA et al., 2013), e apenas os efeitos positivos da redugdo da transferéncia de massa

externa sdo observados.
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Figura 4-7. Efeito da agitacdo no desempenho catalitico das LPP livre e imobilizadas.
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Nota: Condi¢des de preparagdo dos pm- (BSA ou PS) -CLEAs: tratamento de superficie da
LPP com dodecil aldeido (relacdo méssica LPP/dodecil aldeido de 1:1), agregagao/precipitagio
com etanol (relagdo solucdo enzimatica/volume de etanol de 1:3) em presenga de LPP/BSA ou
PS/SNMPs em razdo madssica de 1:1,5:1,5 e amido (0,8%, m/v) por 0,5 h, seguido por
tratamento com glutaraldeido (5 umoles de glutaraldeido/mg proteina total) por 15 h a 4 °C sob
agitacdo de 150 rpm, seguido de hidrdlise do amido com a-amilase a 25 °C sob agitagdo de 150
rpm durante 2 h. Condi¢des dos ensaios para influéncia da agitacdo: hidrolise da tributirina

(concentracdo de 217,9 mM) a 40 °C e pH 8,0 durante 5 min sob diferentes velocidades de
agitagdo (250, 500, 750, 1000 e 1250 rpm).

A Figura 4-8 mostra o perfil de inativacdo da LPP livre e imobilizada. Pode-se verificar
que o pm-PS-CLEA exibiu alta estabilidade a 40 °C e pH 8.0, retendo cerca de 80% apds 10 h
de incubagdo. O pm-BSA-CLEA foi ligeiramente menos estavel, mas ainda reteve cerca de
50% da atividade inicial apos 10 h de incubag¢@o, enquanto a LPP livre foi totalmente inativada
apos 2 h de incubagdo. As maiores estabilidades dos CLEAs magnéticos porosos sdo indicativos
de ligacGes cruzadas covalentes eficientes, estabelecidas na estrutura supramolecular dos
CLEAs, tornando mais rigidas as moléculas da enzima e impedindo mudangas tridimensionais
distorcivas em altas temperaturas. Os perfis bifasicos das curvas de inativagdo sugerem que os
CLEAs magnéticos porosos de LPP t€ém uma fragdo de moléculas de enzima mais reticuladas
e, portanto, mais termicamente estaveis. Provavelmente, esta seja a fragdo das moléculas de
LPP diretamente ligadas a nanoparticula, onde os efeitos de estabilizacdo devem ser maiores
devido a maior rigidez da nanoparticula em comparagdo com uma proteina (GARCIA-GALAN

etal.,2011).
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Figura 4-8. Perfil de inativagdo térmica da LPP livre e imobilizada a 40 °C e pH 8,0 sob
agitag¢do de 150 rpm.
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Nota: Condi¢des de preparagdo dos pm- (BSA ou PS) -CLEAs: tratamento de superficie da
LPP com dodecil aldeido (relacdo méssica LPP/dodecil aldeido de 1:1), agregagao/precipitagio
com etanol (relagdo solu¢do enzimatica/volume de etanol de 1:3) em presenga de LPP/BSA ou
PS/SNMPs em razdo madssica de 1:1,5:1,5 e amido (0,8%, m/v) por 0,5 h, seguido por
tratamento com glutaraldeido (5 umoles de glutaraldeido/mg proteina total) por 15 h a 4 °C sob
agitag¢do de 150 rpm, seguido de hidrdlise do amido com a-amilase a 25 °C sob agitagdo de 150
rpm durante 2 h. Condi¢des do ensaio de inativagdo térmica: hidrolise da tributirina (217,9 mM)
a 40 °C e pH 8,0 durante 5 min sob agitagdo de 500 rpm.

4.6.2. Determinacio de fatores de efetividade

CLEAs preparados na presenga de amido como agente formador de poros foram
avaliados quanto aos seus fatores de efetividade.

A Figura 4-9 mostra a evolugdo dos fatores de efetividade (n = atividade observada do
CLEA/atividade de uma quantidade equivalente de LPP livre) em concentragdes crescentes de
tributirina. Esses fatores foram muito mais altos apds a hidrolise do amido, principalmente para
os CLEAs preparados na presencga de proteinas de soja e SNMPs, ja que a PS levou a formagéo
de agregados com estrutura desordenada e maior nimeros de intersticios na rede devido a
presenga de uma mistura de proteinas com diferente massa molecular que apresentam varia¢des
de hidrofobicidade e hidrofilicidade. As imagens MEV-FEG dos CLEAs antes da hidrélise do
amido (Figura 4-10) mostram uma superficie bastante lisa e ndo porosa, o que pode resultar em
sérios problemas de transferéncia de massa. Por outro lado, imagens de CLEAs ap6s hidrélise

de amido mostram superficie ndo uniforme e porosa devido a remocgéo das moléculas de amido
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da estrutura do agregado enzimaético, o que poderia explicar os fatores de efetividade maiores
(em torno de n = 0,65), principalmente para CLEAs preparados na presenca de proteinas de
soja ¢ SNMPs. Por outro lado, a LPP coagregada com BSA e SNMPs (pm-BSA-CLEASs) ndo
apresentou aumento significativo na atividade observada, mesmo utilizando o amido como
agente produtor de poros. Esses resultados mostraram que a combina¢do de SNMPs e proteinas
de soja como auxiliares na etapa de agregacdo e amido como agente formador de poros foi uma
boa estratégia para reduzir problemas de transferéncia de massa dentro da estrutura

supramolecular do CLEA.

Figura 4-9. Fatores de efetividade (n) para CLEAs de LPP.
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Nota: Condi¢des de preparagdo dos pm- (BSA ou PS) -CLEAs: tratamento de superficie da
LPP com dodecil aldeido (relagdo méassica LPP/dodecil aldeido de 1:1), agregagdo/precipitagéo
com etanol (relagdo solucdo enzimdtica/volume de etanol de 1:3) em presenca de LPP/BSA ou
PS/SNMPs em razdo massica de 1:1,5:1,5 e amido (0,8%, m/v) por 0,5 h, seguido por
tratamento com glutaraldeido (5 pmoles de glutaraldeido/mg proteina total) por 15 h a 4 °C sob
agitag¢do de 150 rpm, seguido de hidrdlise do amido com a-amilase a 25 °C sob agitagdo de 150
rpm durante 2 h. Condi¢des do ensaio de determinagdo do m: hidrolise da tributirina (19,28;
38.,35; 57,2; 112,5; 217.,9 ¢ 284,4 mM) a 40 °C e pH 8,0 durante 5 min sob agita¢do de 500

rpm.
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Figura 4-10. Imagens MEV-FEG de pm-CLEAs de lipase de pancreas de porco coagregadas
com (a) SNMPs e albumina de soro bovino (pm-BSA-CLEA), (b) SNMPs ¢ proteinas de soja
(pm-PS-CLEA), seguido por tratamento com a-amilase (c e d, respectivamente).
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Nota: Todos os CLEAs foram preparados sob as mesmas condi¢gdes, a Unica diferenca entre
ambos foi se 0 amido (agente formador de poros) ndo foi hidrolisado (a e b) ou foi hidrolisado
(c e d) com a-amilase.

4.7. Avaliacao da hidroélise da tributirina e reutilizacio do biocatalisador

A Figura 4-11 mostra o perfil da reacdo de hidrolise da tributirina catalisada pela LPP
livre e pm-PS-CLEA. A figura mostra como as velocidades instantaneas de hidrélise diminuem
rapidamente para a enzima livre, comportamento ndo verificado para a enzima imobilizada. O
rendimento apds 4 h de reagéo foi 36 e 52% usando LPP livre e pm-PS-CLEA, respectivamente.

Estes resultados confirmaram a baixa estabilidade da LPP livre em relagdo a enzima

imobilizada.
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Figura 4-11. Rendimento da hidrdlise de tributirina em funcdo do tempo de reacdo a 37 °C e
pH 7.5, agitacdo de 500 rpm catalisada pela LPP livre e pm-PS-CLEA (74,22 mM de tributirina
e 70 TBU/g de tributirina). O rendimento foi calculado como porcentagem do acido butirico
liberado (em pmol) em relagédo ao valor tedrico total.
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A Figura 4-12 mostra que, apos cinco bateladas de 4 h, o rendimento de hidrolise da
tributirina diminuiu apenas 7% (de 52% para 45%). Além da elevada estabilidade mecanica e
operacional, observou-se que a recuperagdo do pm-PS-CLEA foi facilitada com a separagdo
magnética. Deve-se considerar que a enzima livre foi bastante instavel a 40 °C (Figura 4-6),
enquanto a enzima imobilizada pode ser reutilizada por cinco ciclos reacionais sem alteragdes
significativas. Além disso, a di- e monobutirina, intermediarios da hidrélise, tém alguns efeitos
detergentes que aparentemente ndo t€ém efeitos muito deletérios na estabilidade da enzima,

mesmo a 37 °C (DALAL et al., 2007; HERMOSO et al., 1996; RHIM et al., 1998).
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Figura 4-12. Ensaio de reutilizag@o (4h-Ciclos) do pm-PS-CLEA na hidrolise de tributirina
(74,22 mM) a 37 °C, pH 7,5 e agitacdo de 500 rpm. Meio reacional: 6 mL de tampdo fosfato de
sodio (100 mM, pH 7.5), 16,5 mL de agua destilada, 0,5 mL de tributirina e 70 TBU/g de
tributirina.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

A coagregagdo da lipase de pancreas de porco (LPP) com co-feeders proteicos
(principalmente proteinas de soja) e nanoparticulas magnéticas de silica funcionalizadas com
grupos aminos, usando amido como agente formador de poros, produziu CLEAs magnéticos
porosos (pm-CLEAs) de LPP com alta retengdo de atividade (cerca de 80% de atividade
recuperada) e alto fator de efetividade (até 60% da atividade livre equivalente) devido as suas
estruturas porosas. Os pm-CLEAs foram altamente estaveis (cerca de 80% da atividade retida
apds 10 h a40 °C e pH 8,0) e facilmente separados por um campo magnético externo, evitando
a formagdo de grandes aglomerados convencionalmente observados por separagdo por
centrifugacdo, o que pode agravar problemas de transferéncia de massa nas estruturas
compactas dos CLEAs. Além disso, os CLEAs magnéticos porosos coagregados com proteinas
de soja e nanoparticulas magnéticas (pm-PS-CLEAs) apresentaram bom desempenho e

reutiliza¢do na hidrélise de tributirina para cinco ciclos de 4 h.

Para trabalhos futuros propde-se:

e Avaliar a utilizago de polietilenoimina (PEI) como agente reticulador em substitui¢do
ao glutaraldeido;

e Analisar a utilizagdo do PEI como polimero estabilizador da estrutura do pm-CLEA;

e Realizar um estudo sistémico para avaliar a utilizacdo de bactérias como agente
formador de poros durante a precipita¢do e reticulacdo da lipase de pancreas de porco
(LPP);

e Utilizar co-feeders hidrofobicos para promover ativagdo interfacial;

e Realizar um estudo de estabilidade em diferentes solventes organicos;

e Aplicar o pm-CLEA em reacgdes de biotransforma¢do em meio organico utilizando

reator de fluxo em vortice e reator tipo cesta.
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APENDICES
APENDICE A — Curva padrio da absorbancia vs. concentrac¢io de grupos aminos

Figura Al. Curva padrdo “absorbancia vs. concentracdo de grupos aminos” usando glicina
como aminoacido padrdo. Condi¢des do ensaio: solugdes de TNBS 0,01% (v/v) contendo
glicina (0,25; 0,5; 0,75; € 1,00 mg mL™") foram preparadas em tampao borato de s6dio 100 mM,
pH 9.0 e incubadas a 25°C por 30 min. Em seguida, a absorbancia foi medida em 420 nm. A
concentracdo de grupos aminos foi determinada pela relagdo estequiométrica de glicina e
grupos aminos presentes neste aminoacido.
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FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; TARDIOLI, P. Evaluation of Strategies to Produce Highly
Porous Cross-Linked Aggregates of Porcine Pancreas Lipase with Magnetic Properties.
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Abstract: The preparation of highly porous magnetic crosslinked aggregates (pm-CLEA) of porcine
pancreas lipase (PPL) is reported. Some strategies to improve the volumetric activity of the
immobilized biocatalyst were evaluated, such as treatment of PPL with enzyme surface-modifying
agents (polyethyleneimine or dodecyl aldehyde), co-aggregation with protein co-feeders (bovine
serum albumin and/or soy protein), use of silica magnetic nanoparticles functionalized with amino
groups (SMNPs) as separation aid, and starch as pore-making agent. The combination of enzyme
surface modification with dodecyl aldehyde, co-aggregation with SMNPs and soy protein, in the
presence of 0.8% starch (followed by hydrolysis of the starch with x-amylase), yielded CLEAs
expressing high activity (immobilization yield around 100% and recovered activity around 80%), high
effectiveness factor (approximately 65% of the equivalent free enzyme activity) and high stability at
40 °C and pH 8.0, i.e., PPL CLEAs co-aggregated with SMNPs/bovine serum albumin or SMNPs/soy
protein retained 80% and 50% activity after 10 h incubation, respectively, while free PPL was fully
inactivated after 2 h. Besides, highly porous magnetic CLEAs co-aggregated with soy protein and
magnetic nanoparticles (pm-SP-CLEAs) showed good performance and reusability in the hydrolysis
of tributyrin for five 4h-batches.

Keywords: silica magnetic nanoparticles; bovine serum albumin; soy protein; starch; protein
surface modifiers

1. Introduction

Lipases (triacylglycerol acylhydrolase, EC 3.1.1.3) are enzymes whose natural function is
the hydrolysis of triglycerides at the water-lipid interface releasing free fatty acids, diglycerides,
monoglycerides and glycerol [1-4]. However, in vitro, they are also able to catalyze esterification and
transesterification reactions (acidolysis, alcoholysis and interesterification) in organic media (with
restricted water content) [1-5]. This wide lipase specificity, added to their excellent chemo-, regio- and
enantioselectivities and/or specificities, have been exploited for several important biotechnological
applications in the pharmaceutical, food and agrochemical industries [6-12]. Among lipases, porcine
pancreas lipase (PPL) is widely used in biotransformation reactions in organic media for several
industrial applications because of its high selectivity, high solvent tolerance, high catalytic activity, and
thermal stability at high temperatures under low water concentrations [8,13-16].
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However, the use of enzymes in their soluble form for large-scale industrial processes is not very
attractive, because of their high production cost and low operational stability [17]. A strategy that
has been widely exploited to overcome these drawbacks is their immobilization on solid supports,
which, if properly performed, can provide several advantages from an industrial point of view, such as
enabling continuous and batch processing, improved stability compared to the free enzyme, increased
volumetric activity, easy recovery from product stream, and reuse for several cycles [17-22].

There are a great number of techniques and supports suitable for enzyme immobilization.
In general, some criteria are followed in their choice regarding to high activity of the immobilized
enzyme, high stability against temperature and organic solvents, low cost of immobilization, and low
toxicity of the immobilization reagents and supports [17,18,23-25].

In the case of lipases, a popular technique that has been widely reported is their immobilization
by hydrophobic adsorption on highly hydrophobic surfaces [26-32]. This is because the lipases have a
peculiar mechanism, called interfacial activation, a phenomenon that allows the enzyme to exist in two
forms in equilibrium: a closed form, in which a lid (polypeptide chain) covers the enzyme active site,
and an open form, in which the lid is moved away allowing the lipase to adsorb to hydrophobic surfaces
(e.g., drops of oils, air bubbles, etc.) [33-36] and turning the active site accessible to the substrate [36].
The immobilization on these supports involves and stabilizes the open form of the lipase [37]. Despite
the excellent results of this immobilization approach, the use of pre-existing supports increases the
final cost of the biocatalyst. Saving biocatalyst cost can be an interesting approach to turn the applied
utilization of immobilized lipases still more attractive. In this sense, Sheldon has reported a free-carrier
technique for immobilizing enzymes, the crosslinked enzyme aggregates (CLEA) [38]. It allows using
non-purified enzyme or even co-immobilizing different enzymes [38,39]. However, it also presents
some problems, such as low operational mechanical resistance of the biocatalyst, difficulty of particle
recovery, and high intra-particle diffusion limitations [20,40].

The immobilization of enzymes as CLEAs is a simple technique. In a first step, the enzyme is
aggregated and precipitated by a precipitant (salts, water-miscible organic solvents, non-ionic polymers,
etc.), and in a second step the aggregates are crosslinked with bifunctional (e.g., glutaraldehyde) or
multifunctional (e.g., polyaldehyde dextran) agents usually via the amino groups on the enzyme
surface [12,41-44]. When the enzyme surface has a low content of amino groups, co-feeders are
commonly used to aid the crosslinking, such as proteins (bovine serum albumin, soy protein,
etc.) [15,45-49], polyethyleneimine [50,51], and so on. CLEAs of several enzymes have been
reported [12,15,47,52-55], including bovine and porcine pancreas lipases. Cui et al. [56] reported
the co-aggregation of bovine pancreas lipase with bovine serum albumin (BSA, 0.05 g L™!) as
co-feeder, followed by crosslinking with 1% w/w glutaraldehyde, reaching 75% catalytic retention.
Ramos et al. [15] reported the immobilization of porcine pancreas lipase as CLEAs using ethanol
as precipitant (enzyme solution: ethanol volume ratio of 1:3), soy protein as co-feeder (enzyme
protein:co-feeder mass ratio of 1:3), and glutaraldehyde as cross-linker (5 pmol of glutaraldehyde
groups/mg total protein). These conditions allowed reaching an immobilization yield around 60%
and an activity recovery of around 40%.

An important drawback to be considered in the use of CLEAs is the mass transfer limitation within
their highly compact supramolecular structure [56]. Some works have reported some modifications
of the original method aiming to reduce intra-particle mass transfer limitations, such as the use of
starch as pore-making agent. Wang et al. [57] developed a new strategy for the preparation of porous
CLEAs (p-CLEAs), which involves co-precipitation of the enzyme with starch and further crosslinking,
followed by hydrolysis of the polysaccharide from the aggregate structure by x-amylase. The authors
reported that p-CLEAs of papain prepared in this way had larger pore sizes (enabling to reduce mass
transport limitation) and large surface compared to the conventional CLEAs. Besides that, p-CLEAs
of papain prepared with protein feeders (ovalbumin and BSA) and starch (0.3-0.4%, w/v) yielded
100% catalytic potential, demonstrating the feasibility of this CLEA preparation method. Recently,
Cui et al. [58] reported a new procedure to prepare CLEAs of pancreas lipases in hydrophobic ionic
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liquid microemulsion aiming to reduce diffusion problems within the CLEA structures. Under optimized
conditions, the authors reported the preparation of spherical structures with good dispersity and greater
recovery activity (84.6%) compared to the amorphous structure of conventional CLEAs (52.8%).

Other problem of CLEAs is the difficulty of their handling [20], problem that may be solved
co-aggregating enzymes and magnetic nanoparticles to produce a magnetic CLEA [59-62]. This may
have also other positive effects on the CLEA (porosity, stability) but involve the use of a “support”.

In this context, this work evaluated some strategies to prepare porous magnetic CLEAs of PPL,
aiming to produce biocatalysts with decreased mass transfer limitation, ease of recovery without
separation by centrifugation, and increased thermal and mechanical stabilities. A set of experiments
was carried out to choose the protein co-feeders, mass ratio between magnetic nanoparticles and protein
co-feeder, concentration of starch as pore making agent, and modification of the enzyme surface using
polyethyleneimine or hydrophobic polyaldehydes. For the best PPL CLEAs, their activities and thermal
stabilities, performance in the tributyrin hydrolysis, and reusability were characterized.

2. Results and Discussion

2.1. Influence of Co-Feeders in the Preparation of CLEAs

Bovine serum albumin (BSA) and soy protein (SP) were evaluated as co-feeders, and silica
magnetic nanoparticles functionalized with amino groups (SMNPs) were employed to produce
magnetic CLEAs. Table 1 shows that when using protein co-feeders (BSA or SP), the recovered
activities of CLEAs were around 6.5 and 15.7 times higher than when prepared without any co-feeder.
Although the co-feeders allowed the preparation of more active CLEAs, the immobilization yield in the
presence of SP was reduced from around 65% to 51%, while in the presence of BSA the immobilization
yield was increased from around 65% to 94%.

CLEAs prepared with SMMPs also showed an increase in the recovered activity (8.4 times), with
no significant decrease in the immobilization yield (from 65% to 63%). However, a combination of
protein co-feeders and SMNPs (mass ratio of 1:1) showed to be the best strategy, particularly in the case
of BSA/SMMPs, which yielded CLEAs with immobilization yield around 70% and recovered activity
of 25.43% (around 17 times higher than that in the absence of co-feeders (where recovered activity
was only 1.46%)). Besides the improvement in the recovered activity, these CLEAs have magnetic
properties, which allow their easy recovery applying an external magnetic field (Figure 1).

Table 1. Evaluation of the addition of silica magnetic animated nanoparticles (SMNPs) and different
protein co-feeders in the preparation of CLEAs of porcine pancreas lipase (PPL). The values are
expressed as average of triplicates &+ standard deviation (o).

CLEAs of PPL RA 2 4+ ¢ (%) IYP + o (%) GY <+ 0 (%)

PPL CLEA 4 1.46 + 0.08 65.25 + 3.52 0.93 + 0.003

PPL BSA-CLEA ®© 9.40 +0.11 93.69 + 1.50 9.45 + 0.39
PPL SP-CLEA f 2281 +1.16 51.42 4+ 0.35 10.72 + 0.34

PPL SMNPs-CLEA & 12.27 + 0.77 63.04 +2.43 7.72 + 0.24
PPL BSA-SMNPs-CLEA h 25.43 + 0.21 69.69 £ 1.2 20.30 £ 0.52
PPL SP-SMNPs-CLEA 1 32.84 +1.76 4525 + 1.07 16.40 + 1.12

2 Recovered activity; b Immobilization yield; € Global yield; CLEA prepared d without co-feeders and with: ¢ Bovine
serum albumin (BSA); f Soy protein (SP); & Silica magnetic nanoparticles (SMNPs); h BSA /SMNPs mass ratio of 1:1;
1 SP/SMNPs mass ratio of 1:1. Assay conditions: precipitation with ethanol (enzyme solution/ethanol volume ratio
of 1:3) and co-aggregation without and with co-feeders (enzyme protein/co-feeder mass ratio of 1:3) for 30 min,
followed by crosslinking with glutaraldehyde (5 pmoles of glutaraldehyde/mg total protein) for 2.5 h at 4 °C under
150 rpm stirring.
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Figure 1. Images of magnetic CLEA separation by applying an external magnetic field: (a) CLEA
suspension, (b) magnetic field capturing the CLEA, and (c) CLEA separated from the suspension.

Several studies have showed that CLEAs co-aggregated with protein co-feeders (BSA or SP)
exhibit better performance regarding to enzyme leaching during washing steps and reduced mass
transfer limitations during the reaction, mainly using macromolecular substrates [15,45,54,63]. These
better performances are related to the surface amino groups from lysine residues present in the
structure of these protein co-feeders, aiding the establishment of covalent bonds between the enzyme
and the feeder forming the CLEA matrix, thus reducing enzyme leaching [45,53,63,64]. It is noteworthy
that SMINPs also provided to the CLEAs these improvements, since they are functionalized with
primary amino groups derived from the functionalization reagent (3-aminopropyltriethoxysilane).
Besides, the use of co-feeders can reduce or avoid diffusion problems by diluting the active enzyme,
increasing the recovered activity [47].

As the combination of BSA and SMNPs (mass ratio of 1:1 to a total enzyme/BSA + SMMPs mass
ratio of 1:3) did provide better results in terms of recovered activity and immobilization yield, other
BSA /SMNPs mass ratios were also evaluated. Figure 2 shows that combinations of BSA/SMNPs with
mass ratios of 1:3 and 3:1 yielded immobilization yields close to 100%; but decreasing the recovered
activities below 10%. Perhaps the very rigid nanoparticles have a more negative effect on enzyme
conformation when reacting with the enzyme, or their multifunctionality produced a somehow closer
CLEA structure. PPL is a single polypeptide chain (~50 kDa) divided into two domains with specific
functions (Figure 3). The N-terminal domain (residues from 1 to 336) contains the catalytic triad (Ser!>,
Aspl77, and His?%*), and the C-terminal domain (residues from 337 to 449) is involved in the colipase
binding, a small protein (~10 kDa) which anchors the lipase to the water-lipid interface [65]. This lipase
presents an intrinsic flexibility in the relative position of their N- and C-terminal domains (a small
rotation around residues 334-335). This property of the N-terminal domain to move independently
from the lid (Cys?®-Cys?®? segment), colipase, and the C-terminal domain may have functional
implications as the lipase molecule binds the water-lipid interface [65]. Besides, the lid and the
loop comprising residues 77-86 (both critical to the lipase activation—opening the lid) contain a Lys
residue (Lys?4? and Lys®!, respectively). The involvement of these Lys residues in covalent links with
glutaraldehyde may negatively affect the enzyme activity.

Thus, the mass ratios enzyme/(BSA + SMNPs) of 1:3 and BSA/SMNPs of 1:1 were chosen for
further set of experiments.



Molecules 2018, 23, 2993 5o0f 21
1 RA 0 IY I GY

100

) 80
=
o
S

— 60 -
«a
=
)

£ .
|9
Vi
o

20

04

0:1 1:3 1:1 3:1 1:0

BSA/SMNPs mass ratio

Figure 2. Effect of the BSA/SMNPs mass ratio on the immobilization parameters (RA—recovered
activity, IY—immobilization yield, and GY—global yield) of porcine pancreas lipase (PPL) as
CLEAs. Assay conditions: precipitation with ethanol (enzyme solution/ethanol volume ratio
of 1:3), co-aggregation with additives (enzyme/total additives mass ratio of 1:3), crosslinking
with glutaraldehyde (5 pmoles of glutaraldehyde/mg total protein), temperature of 4 °C, 30 min
precipitation/aggregation and 2.5 h crosslinking under 150 rpm stirring.

(Active site side) (Back side)

Figure 3. Three-dimensional structure of porcine pancreas lipase-colipase complex made with the
program PyMol (The PyMol Molecular Graphics System; Version 2.1.0; Schrodinger, LLC). The complex
(only chains A and B) is shown as surface mode from PDB structure (access code 1IETH). Chains A
(N-terminal domain in light gray and C-terminal domain in dark gray) and B (colipase in light blue)
are shown, and amino acid residues are highlighted in red (Lys), orange (Ser'>®, Asp!”7, and His?%*
catalytic triad), magenta (N-terminal), yellow (C-terminal), blue (lid—Cys238—Cys262 segment), and
green (loop—residues 77-88).

2.2. Treatment of PPL Surface

The modification of the PPL surface with polyethyleneimine (PEI) and dodecyl aldehyde did lead
to a loss of around 30% of the activity, where the specific activities (U/mg protein) were 27.54 & 0.67,
19.44 + 0.53 and 19.63 & 0.18, for the unmodified enzyme, PEI or aldehyde treated enzyme, respectively.
Table S1 in the Supplementary Materials shows that the modification reduces by approximately 30%
the color obtained using TNBS titration. This means that around 344 pmol amino groups/g protein
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have been modified after this treatment. The surface of PPL is rich in primary amino groups (Figure 3).

The chain A (N- and C-terminal domains) has 22 Lys residues and the amino terminal, while chain B
(colipase) has 4 Lys residues (both number of Lys residues was obtained from the primary sequence
of the lipase-colipase complex—PDB code 1ETH). Thus, particularly the low modification of amino
groups by dodecyl aldehyde does not compromise the crosslinking of the enzyme with glutaraldehyde
in the CLEA preparation because of the free primary amino groups still available in the enzyme surface.
Despite that, the modified lipases were more stable than the non-modified LPP (Figure 4). Particularly,
the PPL treated with dodecyl aldehyde showed much greater stability than the non-modified enzyme
(residual activities after 5 h incubation at 40 °C and pH 8 (100 mM phosphate buffer) around 57% and
4%, respectively). This modification is under study in our research group.

100 + —#— Non-modified PPL
—_ —®— PPL modified with PEI
o\: 50 —&— PPL modified with dodecyl aldehyde
>
e
oyl
» 604
ot
b
@)
(¢}
Q 40
>
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(2=
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Time (h)

Figure 4. Thermal inactivation of free PPL non-modified and modified with polyethyleneimine (PEI)
and dodecyl aldehyde. Assay conditions: 40 °C and pH 8.0 (100 mM phosphate buffer) and enzyme
solutions containing 5 mg protein/mL.

Table 2 shows the effect of the treatment of the PPL surface with polyethyleneimine (PEI) and
dodecyl aldehyde on the immobilization yield and recovered activity. All treatments allowed 100%
immobilization yield, but the recovered activity of the biocatalysts did not show any improvement
related to the CLEAs prepared with PPL without any treatment.

Table 2. Evaluation of the treatment of porcine pancreas lipase (PPL) with polyethyleneimine (PEI)
and dodecyl aldehyde on the immobilization parameters I'Y (immobilization yield) and RA (recovered
activity). The values are expressed as mean of triplicates + standard deviation (o).

PPL Treatment with RA & o (%) IY &£ o (%)

PEI 7.17 +0.32 99.50 4+ 1.00

Dodecyl aldehyde 20.08 +0.72 99.00 + 2.00

PEI followed by Dodecyl aldehyde 25.64 +1.37 99.60 =+ 2.00

Note: CLEA preparation conditions: treatment of PPL surface with PEI and dodecyl aldehyde, precipitation with
ethanol (enzyme solution/ethanol volume ratio of 1:3), co-aggregation with co-feeder (PPL/BSA /SMNPs mass
ratio of 1:1.5:1.5), crosslinking with glutaraldehyde (5 pmoles of glutaraldehyde/mg total protein), temperature of
4 °C, 30 min precipitation/aggregation and 2.5 h crosslinking under 150 rpm stirring.
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The CLEAs prepared with PPL treated with PEI yielded the lowest recovered activity (7.17%),
probably due to the formation of more compact structures promoted by the intense crosslinking.
Besides, the cationic character of this polymer could form a hydrophilic layer on the enzyme surface,
impairing substrate partition from the bulk to the active site. On the other hand, the treatment of PPL
surface with dodecyl aldehyde (a hydrophobic aldehyde) allowed a recovered activity of around 20%,
because this compound probably did created a hydrophobic layer on the enzyme surface, aiding in the
aggregation step, even although the amino groups in the enzyme surface will be decreased for the
crosslinking step. As the combination of both treatments did allow a small increase in the recovered
activity, only the surface treatment with dodecyl aldehyde was chosen for further experiments.

2.3. Preparation of Magnetic CLEAs Using Starch in the Aggregation and Crosslinking Steps

The influence of the starch concentration on the immobilization yield and recovered activity
of CLEAs of PPL is shown in Figure 5. The addition of starch provided significant increases in the
immobilization yield until a concentration of 0.6% (w/v), but only the concentrations of 0.8 and 1%
(w/v) yielded 100% immobilization. The recovered activity increased for all starch concentrations,
reaching maximum catalytic retention of 67% (more than doubling of the activity recovered without
starch) when 0.8% starch was used during CLEA preparation. Thus, 0.8% (w/v) of starch was selected
for the preparation of CLEAs of PPL.

Talekar et al. [12] reported the evaluation of starch on porous CLEAs (p-CLEAs) of invertase from
Saccharomyces cerevisine and found that the use of starch led to the formation of a non-uniform porous
surface, resulting in better mass transfer and minimization of diffusion problems. Besides that, they
concluded that 0.4% (w/v) starch concentration yielded 100% catalytic potential, demonstrating the
feasibility of this enzyme aggregate preparation method.

N
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—m—Recovered activity — & 100

1 —A— Immobilization yield / i
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- /

(o}
o
1

Recovered activity (%)
Immobilization yield (%)

40 4
| | |
304
| 88
1 . 1
204 g i I
1 - - | 84
10
8 Y
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Starch concentration (%, w/v)

Figure 5. Effect of starch concentration on immobilization yield and recovered activity of PPL CLEAs.
Assay conditions: treatment of PPL surface with dodecyl aldehyde (PPL/dodecyl aldehyde mass
ratio of 1:1), precipitation with ethanol (enzyme solution/ethanol volume ratio of 1:3), co-aggregation
with co-feeder (PPL/BSA/SMNPs mass ratio of 1:1.5:1.5 and starch concentration from 0.2 to 1%,
w/v), crosslinking with glutaraldehyde (5 umoles of glutaraldehyde/mg total protein), temperature of
4 °C, 30 min precipitation/aggregation and 2.5 h crosslinking stirred at 150 rpm and incubation with
a-amylase at 25 °C stirred at 150 rpm for 2 h.
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2.4. Influence of Time of Glutaraldehyde Treatment in the Preparation of PPL CLEAs

The influence of the glutaraldehyde treatment time of the PPL CLEAs on the recovered activity
was analyzed, and results pointed that this has not influence on the recovered activities, which were
statistically equal by the Tukey test (around 66%). The incubation of the PPL CLEAs in phosphate
buffer at high ionic strength for 12 h showed high stability against leaching (80 to 90% recovered
activity). Despite this, 15 h crosslinking time was chosen for further assays [66].

2.5. Selection of Additives for Preparation of PPL CLEAs Using 0.8% (w/v) Starch as Pore-Making Agent

The influence of the presence of protein feeders (BSA, SP) and silica magnetic nanoparticles
(SMNPs) in the preparation of PPL CLEAs using starch (0.8%, w/v) as pore-making agent is shown in
Table 3. The recovered activities of all CLEAs prepared in the presence of starch increased more than
twice after starch hydrolysis with «-amylase to wash away starch molecules, reaching 81% recovered
activity when the PPL CLEA was prepared in the presence of a mix of SP and SMNPs. CLEAs prepared
only with SMNPs were less stable when incubated at high ionic strength (59.8% recovered activity)
than those prepared with BSA plus SMNPs and SP plus SMNPs (91% recovered activities). In view
of these results, porous magnetic CLEAs (hereinafter abbreviated as pm-CLEA) prepared with SP
plus SMNPs (pm-SP-CLEA) and BSA plus SMNPs (pm-BSA-CLEA) were selected to evaluate the
effect of temperature, pH, agitation rate, and substrate concentration on the relative activity of this
immobilized enzyme.

Table 3. Evaluation of different additives in the preparation of porous magnetic CLEAs (pm-CLEAs) of
porcine pancreas lipase (PPL). The values of the immobilization parameter RA (recovered activity) are
expressed as average of triplicates + standard deviation (o).

Recovered Activities of Magnetic CLEAs

Additives (RA £ 0 (%))
Before Starch Hydroysis with After Starch Hydrolysis with
oa-Amylase o-Amylase
SMNPs @ 24.46 +0.24 54.01 & 0.64
BSA + SMNPs P 28.18 + 0.67 66.55 £+ 0.01
SP + SMNPs © 36.77 +0.38 81.02 £0.16

2 Silica magnetic nanoparticles; ® Bovine serum albumin/silica magnetic nanoparticles mass ratio of 1:1; ¢ Soy
protein/silica magnetic nanoparticles mass ratio of 1:1. Assay conditions: treatment of PPL surface with
dodecyl aldehyde (PPL/dodecyl aldehyde mass ratio of 1:1), aggregation/precipitation with ethanol (enzyme
solution/ethanol volume ratio of 1:3) in presence of additives (PPL/total additives mass ratio of 1:3) and starch (0.8%,
w/v) as pore-making agent for 0.5 h at 4 °C under 150 rpm stirring, followed by treatment with glutaraldehyde
(5 umoles of glutaraldehyde/mg total protein) for 15 h. At the end, starch was hydrolyzed with x-amylase at 25 °C
for 2 h under 150 rpm.

2.6. Characterization of Free and Immobilized PPL

Effect of pH, Temperature and Agitation Rate on Hydrolytic Activity and Thermal Stability

The effect of pH on the kinetic profile of free and immobilized PPL (pm-CLEA) is shown in
Figure 6. The pH values where maximum activities for free PPL (32.2 £ 0.65 U/mg protein) and
pm-SP-CLEA (24.13 + 0.35 U/mg protein) were found were similar (around pH 8.0), while for
pm-BSA-CLEA (19.14 + 0.13 U/mg protein) was shifted to 9.0. At higher pH values free enzyme
rapidly decrease the activity, while the immobilized enzymes retained a high percentage of activity
even at pH 10. That way, at alkaline conditions, pm-CLEAs were much more actives than the soluble
counterpart in absolute terms. Cui et al. [45] also reported similar behavior for CLEAs of bovine
pancreas lipase (above 90% activity in the pH range from 8.0 to 10.0).
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Figure 6. Profile of activity vs. pH for free and immobilized PPL. pm-(SP or BSA)-CLEA preparation
conditions: treatment of PPL surface with dodecyl aldehyde (PPL/dodecyl aldehyde mass ratio of 1:1),
aggregation/precipitation with ethanol (enzyme solution/ethanol volume ratio of 1:3) in presence of
PPL/BSA/SMNPs or PPL/SP/SMNPs mass ratio of 1:1.5:1.5 and starch (0.8% w/v) for 0.5 h, followed
by treatment with glutaraldehyde (5 umoles of glutaraldehyde/mg total protein) for 15 h at 4 °C under
150 rpm stirring, and treatment with alpha-amylase at 25 °C under 150 rpm stirring for 2 h. Activity
assay conditions: hydrolysis of tributyrin (217.9 mM concentration) at 40 °C and different pH values
for 5 min under 500 rpm stirring.

Figure 7 shows the effect of temperature on the activities of free and immobilized PPL.
The temperature where the maximum activities of the porous magnetic CLEAs (pm-SP-CLEA and
pm-BSA-CLEA) were detected was shifted from 40 °C (free PPL) to around 50 °C, suggesting that the
immobilized enzyme is more thermally stable than the free PPL at high temperatures.

100 4

80 4

60

A0 H

204 —#— Free PPL
—&— pm-SP-CLEA
—&— pm-BSA-CLEA

Relative activity (%)

10 20 30 40 50 60 70

Temperature (°C)

Figure 7. Activity profiles of PPL vs. temperature. pm-(BSA or SP)-CLEA preparation conditions:
treatment of PPL surface with dodecyl aldehyde (PPL/dodecyl aldehyde mass ratio of 1:1),
aggregation/precipitation with ethanol (enzyme solution/ethanol volume ratio of 1:3) in presence of
PPL/BSA/SMNPs or PPL/SP/SMNPs mass ratio of 1:1.5:1.5 and starch (0.8% w/v) for 0.5 h, followed
by treatments with glutaraldehyde (5 pmoles of glutaraldehyde/mg total protein) for 15 h at 4 °C
under 150 rpm stirring, and with x-amylase at 25 °C under 150 rpm stirring for 2 h. Activity assay:
hydrolysis of tributyrin solution pH 8.0 (217.9 mM concentration), temperature ranging from 10 to
70 °C for 5 min under 500 rpm stirring.



Molecules 2018, 23, 2993 10 of 21

At 60 °C, pm-BSA-CLEA and pm-SP-CLEA presented specific activities of 28.0 £ 0.6 U/mg
protein and 20.0 & 0.8 U/mg protein, respectively, while free PPL showed an activity of 2.0 & 0.1 U/mg
protein. Again, at these conditions the immobilized enzyme becomes much more active than the free
enzyme. Differences increase at higher temperature, e.g., at 70 °C the free enzyme is fully inactive while
pm-BSA-CLEA retained more than 20% of the activity. These results show that the pm-BSA-CLEA
presented greater stability in its structure under very drastic conditions than that of the free PPL since
the immobilization produced a strong rigidification of the enzymatic structure.

Thus, the new biocatalyst presented better catalytic performance under drastic conditions than
the free enzyme and is a new example on how the recovered activity may be altered depending on the
activity determination conditions [22].

Figure 8 shows the effect of the stirring rate on the kinetic behavior of the free and immobilized
PPL. Free PPL showed maximum catalytic activity at 500 rpm and then, the activity decreased, while
the activities of the porous magnetic CLEAs continuously increased within the interval evaluated. Thus,
while the free enzyme is exposed to gas bubbles and this produces its inactivation, the immobilized
enzyme is protected inside the solid porous particle and retained very high activity [19], and only the
positive effects of the reduction of external mass transfer is observed.

105 <
— 90 4
(=]
o
S
>, 751
wld
oy
.2 60
il
<
) 45 4
>
° |
-ia' 30
T) | —#— Free PPL
pd 154 —®—pm-SP-CLEA
1 —A— pm-BSA-CLEA
0

211'»0 ' 5(I)0 ' 711'»0 ' 10I00 ' 12I50
Agitation speed (rpm)

Figure 8. Effect of the agitation on the catalytic performance of free and immobilized PPL. Conditions
of pm-(BSA or SP)-CLEA preparation: treatment of PPL surface with dodecyl aldehyde (PPL/dodecyl
aldehyde mass ratio of 1:1), aggregation/precipitation with ethanol (enzyme solution/ethanol volume
ratio of 1:3) in presence of PPL/BSA/SMNPs or PPL/SP/SMNPs mass ratio of 1:1.5:1.5 and starch
(0.8% w/v) for 0.5 h, followed by treatments with glutaraldehyde (5 pmoles of glutaraldehyde/mg
total protein) for 15 h at 4 °C under 150 rpm stirring, and with a-amylase at 25 °C under 150 rpm
stirring for 2 h. Activity assay conditions: hydrolysis of tributyrin solution (217.9 mM concentration) at
40 °C and pH 8.0 for 5 min under different agitation velocities (250, 500, 750, 1000 and 1250 rpm).

Figure 9 shows the inactivation profiles of free and immobilized PPL. It can be seen that
pm-SP-CLEA exhibited high stability at 40 °C and pH 8.0, retaining around 80% of activity after
10 h incubation. The pm-BSA-CLEA was slightly less stable, but still retained around 50% of the initial
activity after 10 h incubation, while free PPL was fully inactivated after 2 h incubation. The highest
stabilities of the porous magnetic CLEAs are indicatives of efficient covalent cross-links stablished in
the supramolecular structure of the CLEAs, turning the enzyme molecules more rigid and preventing
distortional tridimensional changes at high temperatures. The biphasic profiles of the inactivation
curves suggest that the porous magnetic CLEAs of PPL have a fraction of enzyme molecules more
cross-linked and thereby more thermally stable. Perhaps this is the fraction of the PPL molecules
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directly attached to the nanoparticle, where stabilization effects should be higher counting by the
higher rigidity of the nanoparticle compared to a protein [22].

10 B Free PPL
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Figure 9. Thermal inactivation profiles of free and immobilized PPL at 40 °C and pH 8.0 under
150 rpm stirring. Biocatalyst preparation conditions: treatment of PPL surface with dodecyl
aldehyde (PPL/dodecyl aldehyde mass ratio of 1:1), aggregation/precipitation with ethanol (enzyme
solution/ethanol volume ratio of 1:3) in presence of PPL/BSA /SMNPs or PPL/SP/SMNPs mass ratio
of 1:1.5:1.5 and starch (0.8% w/v) for 0.5 h, followed by treatments with glutaraldehyde (5 umoles of
glutaraldehyde/mg total protein), for 15 h at 4 °C under 150 rpm stirring, and with x-amylase at 25 °C

for 2 h. Activity assay conditions: hydrolysis of 217.9 mM tributyrin solution at 40 °C and pH 8.0 for
5 min under 500 rpm stirring.

2.7. Determination of Effectiveness Factors

CLEAs prepared in presence of starch as pore-making agent were evaluated as their effectiveness
factors. Figure 10 shows that the evolution of the effectiveness factors (n = observed activity of
CLEA/activity of an equivalent amount of free PPL) at growing concentrations of tributyrin. These
factors were much higher after washing away the starch, mainly for CLEAs prepared in presence of
soy protein and SMNPs. SEM-FEG images of CLEAs before starch hydrolysis (Figure 11) show a quite
smooth and non-porous surface, which may result in serious mass transfer problems.

On the other hand, images of CLEAs after starch hydrolysis show non-uniform and porous surface
due to removal of the starch molecules from the structure of the enzyme aggregate, which could explain
the higher effectiveness factors (around 1 = 0.65), mainly for CLEAs prepared in presence of soy protein
and SMNPs. On the other hand, PPL co-aggregated with BSA and SMNPs (pm-BSA-CLEAs) did not
show significant increase in the observed activity, even using starch as pore-making agent. These results
showed that the combination of SMNPs and soy protein as aids in the aggregation step and starch as

pore-making agent was a good strategy to reduce mass transfer problems within the supramolecular
structure of the CLEA.
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Figure 10. Effectiveness factors (1) for CLEAs of PPL. Biocatalyst preparation conditions:
treatment of PPL surface with dodecyl aldehyde (PPL/dodecyl aldehyde mass ratio of 1:1),
aggregation/precipitation with ethanol (enzyme solution/ethanol volume ratio of 1:3) in presence of
LPP/BSA/SMNPs or LPP/SP/SMMPs mass ratio of 1:1.5:1.5 and starch (0.8% w/v) for 0.5 h, followed
by treatment with glutaraldehyde (5 umoles of glutaraldehyde/mg total protein) for 15 h at 4 °C under
150 rpm. Starch was washed away by hydrolysis with x-amylase at 25 °C for 2 h under 150 rpm
stirring. Activity assay conditions: hydrolysis of tributyrin solutions (19.28, 38.35, 57.2, 112.5, 217.9 and
284.4 mM) at 40 °C and pH 8.0 for 5 min under 500 rpm stirring.
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Figure 11. SEM-FEG images of pm-CLEAs of porcine pancreas lipase co-aggregated with (a) SMNPs
and bovine serum albumin (pm-BSA-CLEA), (b) SMNPs and soy protein (pm-SP-CLEA), followed by
treatment with a«-amylase (c,d, respectively). All CLEAs were prepared under the same conditions,
the only difference is if the starch (pore-making agent) was not hydrolyzed (a,b) or was hydrolyzed
(c,d) with x-amylase.
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2.8. Evaluation of Tributyrin Hydrolysis and Biocatalyst Reuse

Figure 12 shows the reaction course of the hydrolysis of tributyrin catalyzed by free PPL and
pm-SP-CLEA. Figure 12 shows how the reaction catalyzed by free enzyme rapidly started to lose
linearity, but this is not so obvious using the immobilized enzyme. The yields after 4 h of reaction
were 36% and 52% using free PPL and pm-SP-CLEA, respectively. These results confirmed the lower
stability of free PPL compared to the immobilized counterpart.
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Figure 12. Yield of the hydrolysis of tributyrin with the reaction time at 37 °C and pH 7.5 stirred at 500
rpm catalyzed by free PPL and pm-SP-CLEA (74.22 mM tributyrin and 70 TBU/g tributyrin). Yield was
calculated as percentage of butyric acid released (in pmoles) in relation to the total theoretical value.

Figure 13 shows that after five 4 h-batches, the yield of tributyrin hydrolysis decreased only 7%
(from 52% to 45%). Besides the good operational mechanical stability, it is noticed that the recovery of
the pm-SP-CLEA was very ease using a magnetic separation.
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Figure 13. Reuse assay (4 h-batches) of the pm-SP-CLEA in the hydrolysis of tributyrin (74.22 mM)
at 37 °C and pH 7.5 stirred at 500 rpm. Reaction medium: 6 mL sodium phosphate buffer (100 mM,
pH 7.5), 16.5 mL distilled water, 0.5 mL tributyrin, and 70 TBU /g tributyrin.
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It should be considered that free enzyme was quite unstable just at 3 °C more (Figure 9), while
the immobilized enzyme can be reused for many cycles without significant changes. Moreover, di-
and monobutyrin have some detergent effects that apparently have not very deleterious effects on
enzyme stability even at 37 °C [67-69].

3. Materials and Methods

Lipase from porcine pancreas type II (PPL), bovine serum albumin (BSA), tert-butyl alcohol,
tributyrin, polyethyleneimine (PEI, average My ~423), dodecyl aldehyde, and Bradford reagent were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Glutaraldehyde solution (25% in H,O) was
purchased from Vetec Quimica Fina (Duque de Caixas, R], Brazil). Soluble starch was purchased
from Panreac Quimica (Barcelona, Spain). Anhydrous ethanol (99.8% P.A.) was purchased from Synth
(Diadema, SP, Brazil). Soy protein was acquired from local market. Silica magnetic nanoparticles
(SMNPs) functionalized with amine groups derived from 3-aminopropyltriethoxysilane (APTS)
(136 £ 10 pmol amino/g) were purchased from Kopp Technologies (Sao Carlos, SP, Brazil).

3.1. General Procedure of CLEA Preparation

In the precipitation step, ethanol (3.0 mL) was added to 1.0 mL of a homogeneous mixture
containing PPL (5.0 mg of protein mL~!) and co-feeders (15 mg mL~!) prepared in 5.0 mM sodium
phosphate buffer (pH 7.0). The mixture was maintained at 4 °C in an orbital shaker at 150 rpm stirring
for 30 min. After this time, glutaraldehyde (5 pmoles of glutaraldehyde groups/mg total protein) was
added and the crosslinking step proceeded for 2.5 h [12]. CLEAs prepared with protein co-feeders were
separated by centrifugation at 10,400 g for 10 min at 4 °C, while CLEAs prepared with silica magnetic
nanoparticles (SMNPs) as additive were separated by an external magnetic field. The precipitate
(CLEAs of PPL) was washed twice with 3.0 mL of 100 mM phosphate buffer (pH 7.0), and finally
resuspended in 1.0 mL of 5.0 mM phosphate buffer (pH 7.0). Measures of hydrolytic activities
(tributyrin as substrate) in the initial enzyme solution, final supernatant, washing supernatants, and
CLEA suspension were used to calculate the following immobilization parameters: immobilization
yield (IY), recovered activity (RA), and global yield (GY) using the following equations:

A — (Asuper + Awashes)

IY = 100 1
e x M
RA — ADerivative % 100 (2)
Ai - (A super + Awashes)
GY — Aderivative X 100 (3)

Aj
where Aj; is the initial activity; Aperivative 1S the activity of the CLEAS, Agyper is the activity of the
supernatant and Ay aghes IS the activity of the washing supernatants.

3.2. Preparation of Porous Magnetic CLEAs (pm-CLEAs)

Porous magnetic CLEAs (pm-CLEAs) were prepared by the general procedure described above
but adding to the enzyme solution SMNPs and soluble starch as pore forming agent. In the precipitation
step, 3.0 mL of ethanol were added to 1 mL of a homogeneous mixture containing PPL (5.0 mg of
protein mL~1), protein feeder/additive (7.5 mg of BSA or soy protein and 7.5 mg of SMNPs), and
soluble starch (0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8% and 1.0%, w/v) prepared in 5.0 mM sodium phosphate buffer
(pH 7.0). The mixture was maintained at 4 °C in an orbital shaker stirred at 150 rpm for 30 min. After,
glutaraldehyde (5 umoles of glutaraldehyde/mg total protein) was added and the crosslinking step
proceeded for 2.5 h. The precipitate was recovered by magnetic separation, washed, and resuspended
in 3.0 mL of 5 mM phosphate buffer (pH 7.0). A volume of 100 pL. x-amylase was added and the
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suspension was incubated at 25 °C for 2 h in order to hydrolyze starch into dextrins, maltose and
glucose, which can be easily washed away [42]. After this time, the CLEAs were recovered by magnetic
separation, resuspended in 1.0 mL of phosphate buffer (5.0 mM, pH 7.0), and stored at 4 °C. Hydrolytic
activities were measured to calculate the immobilization parameters, as described above.

3.3. Protein Assay

Protein concentration was determined by Bradford’s method [70], using bovine serum albumin
(BSA) as standard protein.

3.4. Standard Activity Assay

Hydrolytic activity was measured according to Beisson et al. [71] with minor modifications.
Briefly, a volume of 100 uL of enzymatic solution (or resuspended CLEA) was added into a mixture
of 1.5 mL of tributyrin, 6.0 mL of 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.5) and 16.5 mL of distilled
water. The hydrolytic reaction was carried out at 37 °C, stirred at 500 rpm for 5 min. The tributyrin
hydrolysis was monitored in a Titrino 907 titrator (Metrohm, Herisau, Switzerland) using a 20 mM
KOH solution to keep the pH of reaction at 7.5. The hydrolytic activity was calculated considering the
consumption of KOH to neutralize the butyric acid released in the reaction medium. One tributyrin
unit (TBU) was defined as the amount of enzyme required to release 1 umol of butyric acid per minute
under the conditions described.

3.5. Chemical or Physical Modification of the Lipase Surface

In some instances, before the precipitation step, PPL was incubated with polyethyleneimine (PEI,
oligomer mixture with an average Mn of 423) and/or dodecyl aldehyde.

The treatment with PEI was performed according to Wilson et al. [49], adding 50 uL of PEI solution
(100 mg mL~!) in a homogeneous PPL solution (5 mg mL~!) prepared in 5 mM phosphate buffer (final
pH 7.0). The reaction medium was incubated at 25 °C and stirred at 150 rpm for 60 min. At the end,
the enzyme solution was dialyzed in a dialysis tubing cellulose membrane (typical molecular weight
cut-off of 14 kDa) at 4 °C for 16 h against excess of water to remove excess of surface modifying agent.

For the treatment with dodecyl aldehyde, 181 pL of this aldehyde solution (831 mg mL~!) were
added to 30 mL of a PPL solution (5 mg mL~!) prepared in 100 mM sodium carbonate buffer (pH 10.0)
to give a dodecyl aldehyde:PPL mass ratio of 1:1. The solution was incubated at 25 °C under 150 rpm
stirring for 180 min. In this case, both non-modified PPL and PPL treated with PEI were modified with
dodecyl aldehyde. After, sodium borohydride (1 mg mL™ solution) was added to the solution and the
reaction proceeded for 30 min. At the end, the enzyme solution was dialyzed at 4 °C for 16 h against
excess of water to remove excess of surface modifying and reducing agents.

The enzyme surface modification was evaluated by the colorimetric TNBS method [72]. Solutions
of 0.1% (v/v) TNBS containing modified and non-modified PPL (0.01 mg mL~1) were prepared in
100 mM sodium borate pH 9.0 and incubated at 25 °C for 30 min. After, the absorbance was measured
at 420 nm and it was related to amino group concentration using a standard curve constructed with
glycine as standard amino acid (Figure S1).

3.6. Characterization of Free and Immobilized PPL

Effect of pH and Temperature on PPL Hydrolytic Activity and Thermal Stability

The enzymatic activity of immobilized or free enzyme was determined at different pH values
and 37 °C, using 100 mM of different buffers: sodium acetate at pH 5.0, sodium phosphate at pH
values from 6.0 to 8.0 or sodium carbonate at pH 9.0 and 10.0. A blank solution at same conditions
(but without enzyme) was utilized to discount acid or alkaline chemical hydrolyses.
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To determinate the optimum activity temperature of free or immobilized lipase, the enzymatic
activity was measured using 100 mM sodium phosphate at pH 7.5 in a temperature range from 10 to
70 °C.

For stability assays, free and immobilized PPL were incubated at 40 °C and 100 mM phosphate
buffer pH 8.0 for 10 h under 500 rpm stirring. At regular time intervals, samples were withdrawn for
measurement of hydrolytic activity.

3.7. Determination of Effectiveness Factor

Initial reaction rates were measured at 40 °C and pH 7.5 using different tributyrin concentrations
(19.28, 38.35,57.2,112.5, 217.9, and 284.4 mM) for free and immobilized PPL. Effectiveness factor (n)
for each form of PPL and tributyrin concentration was determined using the following equation:

Vimm
n=+ 4
Vfree

where, Vimm and Vi, are the rates of the reaction catalyzed by the same amount of enzyme (free PPL
and CLEAs of PPL, respectively).

3.8. Biocatalyst Reuse in Hydrolysis of Tributyrin

The performance of free PPL and pm-SP-CLEA was evaluated in the hydrolysis of a 74.2 mM
tributyrin solution at 37 °C and pH 7.5 for 4 h under stirring at 500 rpm. The reaction medium
was composed by 6 mL sodium phosphate buffer (100 mM, pH 7.5), 16.5 mL distilled water, 0.5 mL
tributyrin, and an enzyme load of 70 TBU/g tributyrin (for free and immobilized PPL).

Reuse assays were carried out at the same conditions above using pm-SP-CLEAs as biocatalyst.

Between each cycle, the CLEAs were recovered by magnetic separation and washed with
distilled water.

3.9. Scanning Electron Microscopy with Field Emission Gun (SEM-FEG) of PPL CLEAs

The surface morphology of the CLEAs and pm-CLEAs was studied by scanning electron
microscopy with field emission gun (SEM-FEG) using a JEOL JSM6701F (Germany) electron microscope
operated at 2 kV. The samples were impregnated with silicon and dried in a desiccator for 24 h before
being scanned under vacuum.

3.10. Statistical Analysis

All experiments were performed in triplicate. The results were expressed as an average + standard

deviation (o). Analyses of variance between averages were performed by Tukey test at 5% significance.

4. Conclusions

The co-aggregation of porcine pancreas lipase (PPL) with protein feeder (mainly soy protein) and
silica magnetic nanoparticles activated with amino groups, using starch as pore-making agent, yielded
porous magnetic CLEAs (pm-CLEAs) of PPL with high retained activity (around 80% recovered
activity) and high effectiveness factor (up to 60% of the equivalent free activity) due to their porous
structures. The pm-CLEAs were high stable (around 80% of retained activity after 10 h at 40 °C and
pH 8.0) and easily separated by an external magnetic field, thus avoiding the formation of large clusters
conventionally observed by centrifugation separation, which can aggravate mass transfer problems in
the compacted CLEA structures. Besides, porous magnetic CLEAs co-aggregated with soy protein and
magnetic nanoparticles (pm-SP-CLEAs) showed good performance and reusability in the hydrolysis of
tributyrin for five 4h-batches. The use of magnetic nanoparticles can permit to immobilize the enzyme
on its surface providing some extra-rigidification via multipoint covalent attachment [73], also may
produce some order in the immobilized molecules that can provide some advantages [74].
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