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RESUMO

A lipase LipC12 é uma enzima obtida de biblioteca metagenémica e que
apresenta atividade e estabilidade em solventes organicos, além de ter sua
estrutura previamente elucidada. Estudos prévios de imobilizacédo e
caracterizagdo de LipC12 em meio organico se mostraram promissores,
justificando este trabalho, que tem por objetivo geral desenvolver estratégias de
bioimprinting aplicadas ao melhoramento das propriedades cataliticas de
LipC12, como o aumento da atividade e de estabilidade (a temperatura e
solventes orgénicos) da enzima. Foram conduzidos estudos da ativacéo de
LipC12 e desenvolvidos protocolos de bioimprinting aplicados antes (pré-
tratamento) ou depois da imobilizagdo (pds-tratamento), utilizando diferentes
agentes de bioimprinting, adotando protocolos ja estabelecidos para a
imobilizagdo de LipC12 nos suportes comerciais Accurel MP-1000 (imobilizag&o
por adsor¢cdo) e Immobead 150-P (imobilizagdo por ligagdo covalente),
Constatou-se que a imobilizagdo por adsor¢do somada ao bioimprinting nao
acarretou aumento da retenc&o da atividade e ainda ocorreram diminuigdes na
eficiéncia de imobilizagdo. Na imobilizagao por ligagao covalente de LipC12
purificada, verificou-se que o melhor agente de bioimprinting foi o acido oleico
em t-butanol na razdo de 147 nmol por 1 mg de LipC12 (AOS) com aumentos de
atividade de LipC12 imobilizada de 828% para o pré-tratamento, 1210% para o
pés-tratamento e de 180% no pds-tratamento feito em n-hexano. Para o extrato
bruto de LipC12, houve aumento de 935% na atividade apds o pré-tratamento
com AO5 e 1355% no pos-tratamento com acido oleico em t-butanol na razdo de
29,4 nmol por 20 mg de proteina (AO1). Esses derivados imobilizados foram
avaliados quanto a atividade de esterificacdo, constatando-se que LipC12 pré-
tratada com AO5 apresentou ativagdo de 344%, equivalente 3,4 vezes o valor
do controle (LipC12 imobilizada sem pré-tratamento), com atividade de
esterificacdo de 290 U g ', além de apresentar estabilidade de 100% apds 10
ciclos de reuso em reacbes de hidrélise em meio organico. O aumento da
atividade observado comprova a efetividade dos efeitos da técnica de
bioimprinting aplicada.

Palavras-chave: Lipases, imobilizagdo, bioimprinting, ativacdo, melhoramento

de propriedades enzimaticas.



ABSTRACT

The LipC12 lipase is an enzyme obtained from a metagenomic library and that
presents activity and stability in organic solvents, in addition to having its structure
previously elucidated. Previous immobilization and characterization studies of
LipC12 in organic media have shown promise, justifying this work, which has the
general objective of developing bioimprinting strategies applied to improving the
catalytic properties of LipC12, such as increasing activity and stability (at
temperature and solvents). organic) of the enzyme. Studies of LipC12 activation
were carried out and bioimprinting protocols applied before (pre-treatment) or
after immobilization (post-treatment) were developed, using different
bioimprinting agents, adopting already established protocols for the
immobilization of LipC12 in the commercial supports Accurel MP-1000
(adsorption immobilization) and Immobead 150-P (covalent bond immobilization).
In immobilization by covalent binding of purified LipC12, it was found that the best
bioimprinting agent was oleic acid in t-butanol at a ratio of 147 nmol per 1 mg of
LipC12 (AO5) with increases in activity of immobilized LipC12 from 828% to the
pre-treatment, 1210% for the post-treatment and 180% for the post-treatment
done in n-hexane. For the crude extract of LipC12, there was an increase of 935%
in activity after pre-treatment with AO5 and 1355% after treatment with oleic acid
in t-butanol at the rate of 29.4 nmol per 20 mg of protein (AO1). These
immobilized derivatives were evaluated for esterification activity, showing that
LipC12 pre-treated with AO5 showed activation of 344%, equivalent to 3.4 times
the control value (immobilized LipC12 without pre-treatment), with esterification
activity of 290 U g, in addition to presenting 100% stability after 10 cycles of
reuse in hydrolysis reactions in organic medium. The observed increase in activity

proves the effectiveness of the effects of the applied bioimprinting technique.

Keywords: Lipases, immobilization, bioimprinting, activation, enhancement of

enzymatic properties
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1 INTRODUGAO

O grupo de pesquisa em Tecnologia Enzimatica e Biocatalise da UFPR
(LTEB) vem trabalhando com técnicas de biologia molecular, inclusive a
metagendmica, para a obtengdo de novas lipases ou para melhoramento de
lipases ja isoladas, como a lipase LipC12.

LipC12 foi obtida a partir de uma biblioteca metagendmica de solo
contaminado com gordura animal por Glogauer et al. (2011), apresentando
valores de atividade de hidrolise de triacilglicerideos de cadeia longa
provenientes de fontes naturais (como a trioleina, componente maijoritario do
azeite de oliva) semelhantes aos de lipases comerciais (lipases dos fungos
Rhizopus oryzae com 1000 U mg™', Rhizomucor miehei com 3300 U mg' e
Thermomyces lanuginosus com 2900 U mg"), além de apresentar atividade e
estabilidade em solugdes aquosas contendo solventes organicos (metanol,
etanol, 1-propanol, 2-propanol, THF, dioxana, DMSO, DMF e glicerol) em
concentragbes de até 30% (v/v). Ensaios de imobilizagdo e caracterizagao em
meio organico foram realizados por Madalozzo et al. (2015), que imobilizaram
LipC12 purificada no suporte Immobead 150-P, resultando em maior estabilidade
ao armazenamento, a solventes hidrofilicos e hidrofébicos apds 24 h de
incubacao. LipC12 também foi aplicada na hidrélise regiosseletiva do substrato
peracetilado D-glucal, apresentando 69% de conversao do produto C-3 mono-
desacetilado ap6s 96 h (ALNOCH et al., 2016). Tais resultados indicam potencial
biotecnoldgico de LipC12, entretanto, melhorias ainda podem ser obtidas em
relacdo a sua atividade e estabilidade frente a solventes organicos,
aprimoramento que pode ser alcangado com a utilizagdo da técnica de
bioimprinting associada ao processo de imobilizagéo.

Bioimprinting consiste em realizar mudangas conformacionais em
lipases, alterando-as para uma forma ativa, geralmente decorrente da abertura
da lid. Essas alteragdes podem ser induzidas em meio aquoso através de
interagbes com compostos anfifilicos, chamados de agentes de bioimprinting ou
compostos-molde, como o acido oleico, alcoois ou surfactantes, que interagem
com a lipase. Com a remocao do composto anfifilico através da lavagem com

solvente anidro, a proteina mantém a conformacao obtida apds a interacdo com
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o composto (GONZALEZ-NAVARRO e BRACO, 1997), sendo que esta nova
conformacgao pode ser estabilizada através de processos de imobilizacao.

Enzimas imobilizadas tém sido amplamente empregadas em diferentes
aplicagdes industriais, notadamente nas industrias farmacéutica, cosmética,
alimenticia, bem como em biomedicina, em processos industriais analiticos, em
processos de agregacao de valores a commodities, além de processos para
producédo de combustiveis e energia (DI COSIMO et al., 2013; ANSORGE-
SCHUMACHER e THUM, 2013; BASSO e SERBAN, 2019; WU et al., 2021;
BOLIVAR et al., 2022). Tais aplicagdes s6 sédo possiveis devido ao aumento da
atividade e da estabilidade térmica e a solventes organicos das enzimas
imobilizadas. Além disso, a imobilizagdo proporciona a simplificacdo da
separacdo dos produtos do meio reacional e a reutilizagdo da enzima
imobilizada, com potencial de reduzir os custos do processo biocatalisado.

A combinacéo de técnicas de bioimprinting e imobilizac&o, aplicadas a
lipase LipC12 pode gerar derivados imobilizados com mais atividade,
estabilidade e seletividade visando aplicagbes em reacgdes de interesse em
biocatalise, justificando este trabalho, cujos objetivos estao descritos a seguir.
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2 OBJETIVOS

Aplicar estratégias de bioimprinting aliadas a processos de imobilizagao
para melhorar o desempenho catalitico da lipase LipC12 para aplicacao em

processos biocataliticos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar os agentes de bioimprinting que proporcionem maior atividade e
estabilidade a LipC12 livre;

o Aplicar os agentes de bioimprinting selecionados no tratamento de LipC12
antes (pré-tratamento) e depois da imobilizacdo (pds-tratamento) nos
suportes Accurel MP-1000 e Immobead 150-P, avaliando-se a influéncia do
bioimprinting somado a imobilizagao;

e Caracterizar os derivados imobilizados, determinando-se suas atividades de
hidrdlise contra a trioleina e de esterificacdo em meio organico;

e Determinar a estabilidade de LipC12 imobilizada ao reuso apds ciclos de

reacao de hidrdlise da trioleina em meio organico.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LIPASES

Lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas que, em condi¢des naturais catalisam
a hidrdlise de ésteres carboxilicos em meio aquoso, porém, em meios com
restricao de agua, podem ser utilizadas na sintese de ésteres carboxilicos com
acao regio-, quimio- e enantiosseletiva, sendo utilizadas em diferentes
aplicagdes biotecnoldgicas (JAEGER et al., 1994; KAPOOR e GUPTA, 2012).

Estas enzimas possuem estrutura tipica, apresentando na conformacéao
terciaria de dobramento a/p hidrolase (Figura 1), formando um nucleo composto
por uma folha- central, constituido de oito fitas 8 distintas, interligadas a seis a-
hélices (SCHRAG e CYGLER, 1997). A triade catalitica do sitio ativo das lipases
€ formada pelos residuos de aminoacidos histidina, serina e acido aspartico ou
acido glutadmico. Estes residuos de aminoacido se encontram em uma regiao
altamente conservada, na regido C-terminal da fita B-5 (ARPIGNY e JAEGER,
1999).

Figura 1: Estrutura de a/f hidrolases.

Fonte: Adaptado de Casas-Godoy et al. (2012) por Santos (2021).
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Além da regido catalitica, observa-se uma estrutura peptidica movel, o
dominio /id que recobre o sitio ativo da maioria das lipases na posigéo -8 (Figura
1). A movimentagao do dominio /id de lipases em interfaces aquosas n&o polares
€ conhecida como ativacao interfacial, e € comumente associada ao aumento da
atividade catalitica destas enzimas em interfaces hidrofébicas (FERNANDEZ-
LAFUENTE et al., 1998; PALOMO et al., 2002). A ocorréncia ativacao interfacial
€ utilizada para explicar a ativagao que ocorre pela aplicagédo da técnica de
bioimprinting em lipases.

Lipases sdo amplamente empregadas na hidrélise de gorduras e oOleos,
modificagdes estruturais de gorduras, resolucao de racematos, sintese de
agroquimicos e de biopolimeros, producéo de biodiesel, dentre diversas outras
aplicagdes. Devido a sua ampla aplicagao, lipases possuem apelo industrial, em
especial lipases de origem microbiana, pois possuem elevada disponibilidade e
baixo custo de obtengcdo quando comparadas as lipases nao bacterianas
(JAVED et al., 2018; HASAN et al., 2006).

Devido a grande biodiversidade dos microrganismos, buscas por novas
lipases com caracteristicas diferenciadas sado constantemente realizadas
(ARPIGNY et al., 1999). Dentre as lipases ndo comerciais recentemente isoladas
e caracterizadas, encontra-se a lipase LipC12, cujas caracteristicas estéo

apresentadas a seguir.

3.1.1 Alipase LipC12

A lipase LipC12 (Figura 2) foi isolada a partir da técnica de
metagendmica aplicada a amostras de solo contaminado com gordura animal.
Esta lipase apresenta cadeia monomérica de 293 residuos de aminoacidos e
massa molecular de 33 kDa, 72% de identidade com a putativa lipase de Yersinia
enterocolitica subsp. palearctica Y11, e de acordo com a analise filogenética,
LipC12 pertence a familia 1.1, mesma familia que estao classificadas as lipases
de Pseudomonas aeruginosa, Yersinia mollareti e Proteus vulgaris
(GLOGAUER et al., 2011). Além disso, em pesquisa recente na plataforma NCBI
realizada por Kloster (2021) utilizando a ferramenta BLAST, LipC12 apresentou
similaridade de mais de 90% com lipases de Cedecea davisae (98%), C. neteri
(92%) e C. lapagei (91%).
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Figura 2: Modelo molecular da lipase LipC12.

Em (A) é destacado o sitio de ligacao ao ion calcio representado por esfera verde, enquanto em (B)

a estrutura lid é destacada em marrom escuro e laranja.
Fonte: Glogauer et al. (2011).

Para a caracterizagdo de LipC12, estudos foram realizados em meio
aquoso, indicando que a lipase é estavel em concentracées de NaCl até 3,7 mol
L-', possui atividade catalitica na faixa de 20 a 50 °C, sendo 30 °C a temperatura
de maxima atividade, além de apresentar 100% de retencao da atividade apés
incubacdo em solventes organicos (metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol,
tetrahidrofurano (THF), dioxana, dimetilsulfoxido (DMSOQO), dimetilformamida
(DMF) e glicerol) a 30% em periodo de 48 h (GLOGAUER et al., 2011).

A fracao purificada de LipC12 foi utilizada em ensaios de atividade de
hidrélise em meio aquoso contra 6leo de oliva e gordura de porco, apresentando,
respectivamente, 1722 U mg' e 1767 U mg™', valores de atividades comparaveis
aos obtidos com lipases comerciais como Rhizopus oryzae, Rhizomucor miehei
e Thermomyces lanuginosus. Além disso, LipC12 possui estabilidade em
temperaturas moderadas e em solugbes com até 30% (v/v) de solventes
organicos como metanol, propanol ou acetona (GLOGAUER et al., 2011).

Os resultados promissores de caracterizagao publicados por Glogauer
et al. (2011) motivaram Madalozzo et al. (2015) na continuagéo dos estudos de

imobilizagdo e caracterizagdo da lipase LipC12 em meio orgéanico. LipC12
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purificada foi imobilizada em suporte comercial Immobead 150-P, um polimero
acrilico, e o derivado imobilizado aplicado na sintese do oleato de etila (a partir
do etanol e acido oleico) em n-heptano, apresentando atividade de esterificagéo
de 91 U g de suporte e conversdo em éster de 99% em 1 h. Esta mesma
preparacao foi avaliada quanto a estabilidade ao reuso, retendo mais de 95% de
atividade inicial apds 10 ciclos reacionais. Entretanto, quando LipC12 imobilizada
a partir do extrato bruto foi utilizada na sintese do oleato de etila em meio livre
de solventes (no qual os substratos sdo também os solventes da reagéo), o
etanol teve que ser adicionado de forma fracionada, mantendo-se a proporcao
etanol:acido oleico (1:1), para evitar a desnaturacao de LipC12, alcangando,
desta forma, 85% de conversdo em 48 h.

Tendo em vista os resultados obtidos com LipC12, verifica-se que a
enzima é uma boa candidata ao melhoramento de atividade, estabilidade e
seletividade, principalmente em solventes orgéanicos, para aplicagdo em sintese
de ésteres e na resolucdo cinética de racematos, motivando estudos de
melhoramento de suas propriedades cataliticas por aplicacdo da técnica de
bioimprinting aliada aos processos de imobilizagdo, visando aplicagbes em

biocatalise.

3.2 TECNICAS DE IMOBILIZAGAO DE LIPASES

Na maior parte dos processos biotecnoldgicos industriais, a imobilizagéo
de enzimas pode proporcionar aumento da atividade, estabilidade, seletividade
e especificidade aprimorada e diminuicao de interacdes inibitérias (PESSELA et
al., 2003; MATEO et al., 2004; GABROVSKA et al., 2008; GARCIA-GALAN et
al., 2011; RODRIGUES et al., 2013). Além disso, citam-se inumeras vantagens
da imobilizagdo, como: possibilitar controles mais rigidos e rigorosos dos
processos aplicados a sintese controlada cineticamente (KASCHE, 1986;
GIORDANO et al., 2006; MARSDEN et al., 2020); prevenir a contaminagao do
produto pela enzima, sejam produtos alimenticios ou farmacéuticos (BASSO e
SERBAN, 2019; HASSAN et al.,, 2019; TAVANO et al., 2018); possibilitar a
utilizacdo de biocatalisadores em diferentes tipos de reatores (LINDEQUE e
WOODLEY, 2019; SHELDON et al., 2021; MARQUES et al., 2021); proporcionar

a intensificacdo de processos, na qual almeja-se o0 aumento da velocidade da
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reacao pela utilizacdo de altas concentracées de enzima (MARQUES et al.,
2021); facilitar processos de purificagdo dos produtos (HERNANDEZ e
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011; BARBOSA et al., 2013; BARBOSA et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2019).

Estratégias diversas tém sido empregadas para imobilizar lipases
(Figura 3), como a adsorgao fisica por interagdes idnicas ou hidrofébicas, a
imobilizacdo por ligagdes covalentes mono e multipontuais, a producido de
cristais ou agregados de enzimas reticuladas (CLEC, CLEA cross-linked enzyme
aggregate), e o encapsulamento ou aprisionamento de enzimas em matrizes sol-
gel (MATEO et al., 2010; RODRIGUES et al., 2019; SHELDON, 2007; XU et al.,
2018; ALNOCH et al., 2020).

Ligacdo ou adsorgdao em Confinamento
suportes soélidos

Ligacdo cruzada
e | H"" p h
| | f’”’;
L85 -

Matriz (Polimeros naturais e sintéticos)

Aglomerados de enzima com
glutaraldeido

Adsorcao
(Accurel MP-1000, Celite)
Interagdo iénica (Duolite)

Ligacéo covalente
(Immobead 150-P)

Microcapsula (Agar, quitosana)

Figura 3: Métodos classicos de imobilizagao.

Fonte: Madalozzo et al. (2015).

Dentre todas essas opcodes, a adsorgao fisica por interacao hidrofébica
€ a mais explorada para a imobilizagao de lipases por nao acarretar diminuicao
da mobilidade da lipase, o que pode causar diminuicdo da atividade catalitica
(MATEO et al., 2007). De forma simplificada, a imobilizagao via adsor¢ao por
interacdo hidrofébica consiste em adsorver a lipase a suportes hidrofébicos e
altamente porosos. Em alguns casos, devido ao fato de lipases possuirem

“‘caminhos” hidrofébicos, o processo de imobilizacdo pode se dar de forma
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especifica, com adsorcao seletiva de lipases, propiciando a aplicagéo da técnica
simultaneamente como procedimento de purificagdo (FERNANDEZ-LAFUENTE
etal., 1998; PALOMO et al., 2002). A imobilizagédo por interagao hidrofobica pode
fixar a lipase em sua conformacgao “aberta” de forma predominante, acarretando
derivados imobilizados mais ativos e com maior seletividade (CABRERA e
PALOMO, 2011; CALLAGHAN et al., 2017). Entretanto, a adsor¢ao de enzimas
a suportes hidrofdbicos € reversivel, acarretando lixiviagdo das lipases do
suporte quando utilizadas em meio aquoso, processo potencializado na
presencga de surfactantes, solventes organicos e em alguns casos, até mesmo
devido a interagbes com os proprios substratos, limitando a aplicacdo do
derivado imobilizado em meios aquosos (MATEO et al., 2007; VIRGEN-ORTIZ
et al., 2017).

O suporte hidrofébico comercial Accurel MP-1000, um polipropileno
altamente poroso, € bastante utilizado na imobilizagao de lipases devido a sua
alta porosidade, além de proporcionar a ativagao de lipases (ALMEIDA et al.,
2008; KAEWTHONG et al., 2005). Kaewthong et al. (2005) destacaram uma
maior atividade e estabilidade da lipase de Pseudomonas sp. imobilizada em
Accurel EP-100 do que o observado em derivados imobilizados utilizando Celite,
silica gel e CaCOs. Sabbani et al. (2006) relataram variacdo na
enantiosseletividade da lipase de Candida rugosa quando derivados
imobilizados utilizando os suportes Accurel EP-100, Accurel MP-1001 e Accurel
MP-1000 foram utilizados, destacando-se que, no suporte Accurel EP-100 foi
observado maior coeficiente enantiomérico (E = 16,7 na melhor condi¢do) na
reacdo de esterificacdo entre o acido 2-metil-hexanoico e 1-decanol em
isooctano. Especificamente para LipC12, que apresenta uma lid, esta forma de
imobilizagdo pode envolver areas com caracteristicas hidrofobicas proximas ao
sitio ativo, favorecendo a imobilizagdo da lipase em sua conformacéao aberta, o
que pode proporcionar a ativacdo da lipase pelo simples processo de
imobilizagdo, além de aumentos na enantiosseletividade.

Ja a imobilizagdo por ligagbes covalentes ocorre entre residuos de
aminoacidos presentes na superficie da lipase e grupos funcionais presentes no
suporte (MURTY et al., 2002), de forma que a ligagao estabelecida entre o
suporte e a enzima seja muito resistente, impedindo a sua lixiviagdo em meios

aquosos. Quando conduzida a imobilizagcdo por ligagbes covalentes
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multipontuais, a enzima torna-se mais estavel em condigdes adversas como
aumento da temperatura, diferentes faixas de pH e solventes orgénicos devido
ao aumento do grau de rigidez da molécula (MATEO et al., 2007). Por outro lado,
os custos operacionais mais elevados em relacdo ao processo de adsorgio € o
excesso de rigidez, que pode-alterar a capacidade catalitica da enzima de forma
negativa, sdo desvantagens apontadas para a imobilizagdo por ligacdes
covalentes (HANEFELD et al., 2009; MATEO et al., 2007; FORESTI et al., 2005).

Um dos suportes que tem sido utilizados para imobilizagao de lipases
por ligagao covalente € a resina comercial Immobead 150-P, um suporte ativado
com grupos epoxido, que consiste de microesferas porosas originadas da
copolimerizagao do N’,N-metileno-bis-metacrilamida, glicidil-metacrilato, alil-
glicidil-éter e metacrilamida (KNEZEVIC et al., 2006; KATCHALSKI-KATZIR e
KRAEMER, 2000). Este material possui elevada carga de grupamentos epoxido
disponiveis em sua superficie (600 mol g' de suporte), possibilitando o
estabelecimento de ligagbes covalentes em diferentes pontos de ancoragem na
superficie das microesferas, fendbmeno denominado “ligagdo multipontual”,
acarretando em maior estabilidade operacional dos derivados imobilizados
(KATCHALSKI-KATZIR e KRAEMER, 2000). LipC12 foi imobilizada com
sucesso neste suporte por Madalozzo et al. (2015), apresentando atividade (161
U g) estabilidade apds incubagédo em solventes orgéanicos (etanol, i-propanol,

propanol, butanol, tolueno, n-hexano, n-heptano e i-octano), a 40 °C.

3.3 A TECNICA DE BIOIMPRINTING

O conceito “imprinting” foi primeiramente apresentado por Wulff (1972)
para polimeros orgénicos, com base na formag&do de um polimero intercruzado
ao redor de uma molécula que atua como molde. Com a remog¢édo do molde, a
molécula moldada continua com grupamentos funcionais capazes de
estabelecer interagbes. Por derivagdo, o termo bioimprinting é o imprinting de
biopolimeros, ancorado no mesmo conceito. Para enzimas, o processo ocorre
em meio aquoso com a complexagao do sitio ativo com um analogo ao substrato
ou ao produto, como acidos graxos (SAMPATH et al., 2018; GAO et al., 2016;
WANG et al., 2014), surfactantes (MUKHERJEE e GUPTA, 2015; MUKHERJEE
e GUPTA; 2016a; YILMAZ, 2002a), inibidores (YILMAZ, 2003) ou produtos
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(DIAZ-VIDAL et al., 2019; LIU et al., 2013), formando um complexo similar ao
estado de transigao enzima-substrato.

Acredita-se que, durante o processo de bioimprinting de lipases, ocorram
algumas pequenas alteragbes conformacionais, denominadas de “ajuste
induzido”, seja no tunel catalitico, na superficie da enzima e, principalmente, no
dominio lid que recobre o tunel catalitico da maioria das lipases (LIU et al., 2011;
WEISER et al., 2016; HILAL et al., 2004; YAN et al., 2009; YILMAZ, 20023;
GONZALEZ-NAVARRO e BRACO, 1997; GONZALEZ-NAVARRO e BRACO,
1998; YILMAZ, 2003).

Partindo desse conjunto de informagcbes e com base na literatura
encontrada, neste trabalho define-se bioimprinting (Figura 4) como um processo
que promove mudancas conformacionais em lipases, podendo altera-las para
uma forma ativa, decorrente da abertura da /id, induzida em meio aquoso por
meio de interagdes com compostos anfifilicos, chamados de agentes de
bioimprinting ou compostos-molde, como o acido oleico, alcoois ou surfactantes,
que interagem com a lipase. Apos a remogao do composto anfifilico através de
lavagem com solvente anidro, a proteina mantém a conformacgao obtida apds a
interacdo com o composto (GONZALEZ-NAVARRO e BRACO, 1997).

T B D

Y 4
y / . ‘H—. [ & F

Figura 4: Representagédo do processo de bioimprinting.

Legenda: A: Lipase na conformacao fechada; B: agente de bioimprinting |; C: Lipase na conformagéo
aberta por acdo do agente de bioimprinting |; D: Agente de bioimprinting Il; E: Lipase em
conformagéo aberta sob agéo do agente de bioimprinting | e Il; F: Processo de secagem, liofilizagéo
ou imobilizagédo; G: Lavagem com solvente hidrofobico; H: Remog¢é&o dos agentes de bioimprinting;
I: Lipase em nova conformacgéo estrutural com lid na posigao aberta e sitio ativo moldado.

Fonte: O autor

Quando este complexo € transferido para um meio aquo-restrito

contendo solvente organico, o ligante (agente de bioimprinting que funciona
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como molde, Figura 4) é removido e a enzima é incapaz de retornar a sua
conformacgédo original devido a fortes interagdes eletrostaticas em meios que
possuam baixas constantes eletrostaticas, enrijecendo a sua estrutura e
mantendo-a na conformagdo moldada pelo agente de bioimprinting. Este
processo pode aumentar a atividade e estabilidade de lipases em meios aquo-
restritos (YILMAZ, 2003; FORESTI et al., 2005) pela alteracao das forgas
eletrostaticas e de ligagdes de hidrogénio entre os residuos superficiais da
proteina. O processo é recomendado para lipases empregadas em condigdes
nas quais a agua nao € o solvente, onde as enzimas tendem a ficar na
conformagao adotada apds o bioimprinting, devido ao enrijecimento estrutural
ocasionado pela falta de moléculas de agua no meio reacional (SAMPATH et al.,
2018; LIU et al., 2011; CAO et al., 2009; FISHMAN e COGAN, 2003).

3.3.1 Tipos de aplicagéo e agentes de bioimprinting

No processo de imobilizagdo, o contato entre o agente de bioimprinting
e a lipase pode ocorrer de trés formas principais: (I) como pré-tratamento, no
qual a lipase livre é incubada em solugdo com agente de bioimprinting, em
seguida passa pelo processo de imobilizagdo, para entdo a remogao do agente
de bioimprinting (SAMPATH et al., 2018; YANG e ZHANG, 2019); (Il) pelo
tratamento simultaneo a imobilizagao, adicionando-se o0 agente de bioimprinting
a solucao de lipase oferecida para imobilizacdo ou a solugdo contendo
componentes da matriz sol-gel (SANCHEZ et al., 2021; WEISER et al., 2016); e
(I na forma de poés-tratamento, no qual a enzima é imobilizada e entdo o
derivado imobilizado € incubado com agentes de bioimprinting, seguindo-se a
remocgao dos agentes (LI et al., 2018; FORESTI et al., 2005).

Os agentes de bioimprinting variam de acordo com a lipase utilizada,
pois a interagdo destes compostos com a lid ou regides proximas ao sitio ativo
pode ser diferente devido a especificidade de cada enzima e a presenca e
tamanho da lid de cada lipase. Neste trabalho, os agentes de bioimprinting foram
classificados de acordo com sua funcéo e estrutura em: (1) substratos e seus
analogos; (2) produtos, analogos aos produtos e inibidores; (3) surfactantes e

aditivos. Cumpre ressaltar que estes agentes sdo empregados de maneira
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isolada ou em misturas entre eles. Abaixo serdo apresentados e discutidos os

agentes de bioimprinting de acordo com esta classificagéo.

3.3.1.1 Substratos e seus analogos

Uma selec&o de artigos que utilizaram substratos e seus analogos esta
mostrada na Tabela 1. Para a selecao destes artigos, os substratos foram
definidos de acordo com o tipo de reacdo estudada: reacao de hidrdlise, os
substratos sao triglicerideos; reagao de esterificagdo, sdo acidos graxos e
alcoois, e se forem reagdes de transesterificagao, alcoois e triglicerideos.

Verifica-se (Tabela 1) que as formas mais utilizadas de bioimprinting sao
o pré-tratamento e o tratamento simultaneo a imobilizagc&o (11 artigos), enquanto
o menos utilizado é o pos-tratamento. Para o pos-tratamento, foram encontrados
apenas dois artigos: no trabalho de Foresti et al. (2005), a lipase de Candida
rugosa imobilizada em polipropileno foi incubada em tampéo pH 7,0 contendo
etanol e acido oleico, por 20 min, em temperatura ambiente e com agitacéo de
1000 rpm. Apds a incubacgao o sélido foi recuperado, lavado com octano para
remogao do agente de bioimprinting e seco por 1 h a 50 °C para remogao do
solvente. O tratamento aumentou a atividade de esterificacdo em 68%, na reacao
entre acido oleico e etanol. Uma das vantagens do pos-tratamento € a
praticidade, ja que apenas um derivado imobilizado € produzido, favorecendo a
homogeneidade do material e estabelecendo um ponto de partida em comum e
condicionalmente idéntico para todos os experimentos de bioimprinting
subsequentes, sejam eles com variagdo da massa ou natureza de acido
utilizado, variagao do tempo de incubagao ou solvente para remogao do agente
de bioimprinting.

Li et al. (2018) também adotaram o processo de bioimprinting como um
pos-tratamento. Os autores descrevem a confeccdo das nanoparticulas
magnéticas funcionalizadas com dendrimeros de melanina-glutaraldeido para a
imobilizacao da lipase de Burkholderia cepacia. Apos a imobilizagao, o derivado
imobilizado foi disperso em 1,2 mL de varias combinagbes de solventes
organicos, com incubacao por 1 h, a temperatura ambiente, e entao liofilizado.
Apos a liofilizagdo, o derivado imobilizado foi lavado com n-heptano para

remocao dos agentes de bioimprinting e avaliado frente a atividade de
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esterificacdo na reacao entre acido laurico e 1-dodecanol e na resolugao cinética
do (R,S)-1-feniletanol com acetato de vinila. Houve diminuigdo no tempo para a
atividade de esterificagdo de 180 min para 20 min e aumento do excesso

enantiomérico do substrato (ees) de 77,4% em 60 min para 98,8% em 20 min.
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Os agentes de bioimprinting mais utilizados (Tabela 1) sdo os acidos
graxos, e dentre eles, o acido oleico, com massas adicionadas na faixa de 2,4
pmol (utilizado por Sanchez et al. (2021), equivalente a 0,3 mmol de acido oleico
para cada g de extrato bruto liofilizado) a 500 mmol (KAHVECI e XU, 2012)
equivalente a 50 mmol L' Os acidos graxos geralmente sdo solubilizados em
etanol, i-propanol, t-butanol e n-butanol, ou diretamente adicionados ao tampéao
de solubilizagao da lipase, antes ou durante o processo de imobilizagcdo. Uma
forma de utilizagdo incomum, quando comparada as observadas nos artigos
encontrados, foi a aplicacdo do acido oleico simultaneamente a imobilizacao da
lipase em biorreator de membrana (Hilal et al. 2004), com o objetivo de aumentar
a atividade catalitica da lipase imobilizada em agregados enzimaticos reticulados
(do inglés cross-linked enzyme aggregates — CLEAs). O acido oleico foi usado
durante a formacado dos CLEAs nos poros da membrana, nos quais estavam
adsorvidos os agregados. Houve um aumento pequeno de 4% na atividade de
esterificacdo na reacao entre o acido oleico e o n-butanol.

No pré-tratamento (Tabela 1), foram descritos periodos de incubagao
entre 10 e 60 min; quando o bioimprinting foi realizado simultaneamente a
imobilizagao, o tempo de incubagao aumentou para 6 h, o que é justificavel pela
necessidade conjunta de imobilizagdo da enzima (SANCHEZ et al., 2021).
Também foram descritas utilizagdes de agitagao orbital ou mecanica e foram
empregadas temperatura na faixa entre 4 °C e temperatura ambiente. O tempo
de tratamento do bioimprinting aparentemente € relevante apenas nos processos
de pré-tratamento. Nos processos de formagao de matrizes sol-gel, o tempo de
exposicao da lipase ao acido oleico € o mesmo observado para a formagao da
matriz (WEISER et al., 2016; WANG et al., 2014; HELLNER et al., 2011).

Adicionalmente pode ser destacada a variedade das aplicacbes dos
derivados imobilizados obtidos com o bioimprinting com o acido oleico, tendo
sido utilizados em reacgdes de hidrolise de triglicerideos do éleo de peixe bruto,
visando ao aumento da concentragdo de &cidos graxos poli-insaturados
(SAMPATH et al., 2018; YAN et al., 2010), em biorreatores, para esterificagao
do acido oleico com n-butanol (HILAL et al., 2004), no tratamento de células
inteiras contendo lipases, para aumento da atividade de esterificacdo na reagao

entre acido oleico e metanol (CHEN et al., 2012).
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Apenas um trabalho (Tabela 1) relatou a resolugao cinética de racematos
por transesterificacdo usando (R,S)-2-octanol e acetato de vinila (Liu et al.,
2013), usando a lipase de Yarrowia lipolytica imobilizada por adsorgéo
hidrofébica na resina macroporosa D4020. O pré-tratamento foi realizado
incubacao da solugcao enzimatica com mistura de Triton X-100 e isopropanol,
juntamente com 0,1 mmol de (R)-2-octanol, por 30 min, a temperatura ambiente.
Apos a imobilizagdo, o imobilizado foi liofilizado e lavado com solvente anidro
para remogao do surfactante e do (R)-2-octanol. Foi relatado um aumento de
2,75 vezes no coeficiente de enantiosseletividade (E=80 para E=220) e aumento
na produtividade da reagdo de 8,9 vezes, ou seja, aumento de 40 ymol g min’
para 354 pumol g’ min-'. Por dicroismo circular, verificou-se que houve um
decaimento da quantidade de a-hélices e um aumento tanto de 3-folhas quanto
de B-curvas. Os autores justificaram estas alteragbes estruturais pelo
decréscimo das ligagbes de hidrogénio intermoleculares entre as moléculas de
agua e a superficie da enzima, resultando no rearranjo conformacional destas
estruturas. Esta nova disposicdo espacial deslocou a estrutura lid, expondo o
sitio catalitico da lipase ao meio reacional, favorecendo a atividade catalitica e,

consequentemente, a enantiosseletividade da lipase.

3.3.1.2 Produtos, analogos aos produtos e inibidores

Os artigos que versam sobre a utilizagdo de produtos, analogos aos
produtos e inibidores como agentes de bioimprinting (Tabela 2) sdo bem menos
numerosos do que os que relatam substratos, sendo aplicados como agentes de
pré ou pos-tratamento. Observa-se que, no caso da utilizagdo de produtos (DIAZ-
VIDAL et al., 2019; KOTER e CEYNOWA, 2003), as reagdes avaliadas foram de
sintese (esterificagao e transesterificagdo) em solventes organicos.

As abordagens utilizando os produtos da reagdo como agentes de
bioimprinting sdo mais dificeis para serem avaliadas e comparadas entre si pelo
fato de que a sua aplicagao é para uma reacao especifica. Desta forma nao é
possivel encontrar-se um agente que possa atuar como ativador em diferentes
reacdes, como é o caso do acido oleico, por exemplo, agente mais usado em

pré-tratamentos e pos-tratamentos (Tabela 2).
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Um exemplo da especificidade do produto como agente de bioimprinting
€ a producdo do Olvanil, nome comercial para a N-vaniloleamida (Tabela 2)
(DIAZ-VIDAL et al., 2019), proveniente da reacdo de esterificagdo entre a
vanilamina e o acido oleico. O pré-tratamento foi aplicado antes da formacao de
agregados enzimaticos reticulados (cross-linked enzyme aggregates — CLEAS)
da lipase de Candida rugosa (CRL), incubada previamente com Olvanil por 15
min, a 30 °C, sob agitagao de 450 rpom. Houve aumento na produg¢ao do produto
de 1,6 vezes em relagdo ao controle sem bioimprinting (6,8 g L' para 10,7 g L
).

Ja a utilizagdo de um conhecido inibidor de lipases como agente de
bioimprinting, Orlistat  ((S)-2-formylamino-4-methyl-pentanoic  acid (S)-1-
[[(2S,3S)-3-hexyl-4-oxo-2-oxetanyl]-methyl]-dodecyl ester) foi estudada por
Yilmaz (2003). Para o bioimprinting, 100 mg de lipase foram dissolvidos em 5 mL
de tampao Tris-HCI, pH 7,5 e adicionados 5 mL de solugdo contendo 60 mg de
Orlistat dissolvido em 5 mL de cloroférmio, incubados por 30 min a temperatura
ambiente sob constante agitacdo e imediatamente liofilizada. Entdo, o material
seco foi lavado com cloroférmio para remogao do agente de bioimprinting e
imediatamente utilizado. Observou-se que a lipase pancreatica suina (PPL) foi
completamente inibida pelo composto apds o bioimprinting. Por outro lado, as
lipases de Pseudomonas fluorescens (PFL), Chromabacterium viscosum (CVL),
lipase AK de P. fluorescens, AY-30 e lipase PS de Burkholderia cepacia
apresentaram em média aumento de 30% de atividade de interesterificagdo na

reacao entre o caprilato de etila com trioleina em n-hexano.
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3.3.1.3 Surfactantes e aditivos

Na maioria dos estudos (Tabela 3) foi realizado o pré-tratamento das
lipases, seguido por precipitagdo por solventes organicos, liofilizacdo ou
processos de imobilizagcdo. Observa-se também que o tempo de exposi¢ao das
lipases nos processos de bioimprinting € menor (1 a 30 min) comparado aos
utilizados no pré-tratamento com acidos graxos (Tabela 1, 10 a 60 min).

Dentre os surfactantes utilizados como agentes de bioimprinting (Tabela
3), o que apresentou os melhores resultados para a maioria das lipases
analisadas foi o N-octil-B-D-glicopiranosideo (n-OG), tendo apresentado os
melhores efeitos quando utilizado nas concentragdes acima de sua
concentragédo micelar critica (CMC), 10 mmol L' e 50 mmol L' para diferentes
lipases estudadas (MINGARRO et al., 1995).

Em alguns casos, foram variadas as concentragées do surfactante
gerando diferentes tratamentos, nos quais foram observados resultados
diferentes (MUKHERJEE e GUPTA, 2015). O pré-tratamento da lipase de
Candida rugosa (CRL) com 40 mmol L' de n-OG acarretou aumento de 7,2
vezes na atividade de transesterificacao da reacao entre o butirato de etila e n-
butanol em n-hexano. O tratamento de CRL com 10 mmol L' de n-OG favoreceu
a resolucao cinética do (R, S)-1-feniletanol por transesterificacdo com acetato de
vinila em n-hexano, com conversdao de 34% e excesso enantiomérico de
substrato (eer) de 69%, e coeficiente de enantiosseletividade, E, de 63; para a
resolucdo cinética usando a lipase de Thermomyces lanuginosa (TLL), o melhor
resultado foi verificado com a utilizacdo de 40 mmol L-' de n-OG, com convers&o
de 36%, eer) de 99% e E de 340. Neste mesmo trabalho, podem ser destacados
os resultados obtidos com o tratamento de TLL com brometo de hexadecil trimetil
amoénio (CTAB) 0,05%, acarretando aumento de 11,4% na atividade de

transesterificacao,
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Outra observacao (Tabela 3) € que o processo de bioimprinting pode ser
realizado simultaneamente ao processo de imobilizacdo, devido a facilidade de
disponibilizagdo do agente molde no meio reacional que forma a estrutura de
aprisionamento da lipase. Além disso, o proprio componente da matriz sol-gel
pode exercer efeito de agente de bioimprinting como observado no trabalho de
Yang et al. (2010), no qual os precursores silanos parcialmente hidrolisados
surtiram efeitos como agentes de bioimprinting superiores aos efeitos
observados com acido laurico.

Em resumo, a partir dos resultados encontrados na literatura, verifica-se
que os tratamentos de bioimprinting podem ser alternativas para aumento da
atividade de derivados imobilizados. A escolha da abordagem ou do tipo de
agente de bioimprinting ndo pode ser generalizada, pois cada lipase comporta-
se diferentemente, dependendo dos tipos de tratamento e de imobilizagdo. O
bioimprinting pode ser util na intensificacdo de processos, uma tendéncia atual
em processos biocataliticos (BOLIVAR et al., 2022), particularmente
considerando-se que a outra alternativa, o aumento da carga proteica em relacéo
a um suporte, ndo ira necessariamente aumentar a atividade catalitica do
derivado imobilizado proporcionalmente. Isto € decorrente da saturacdo do
suporte, com formagcdo de multicamadas de moléculas de enzima, de
interferéncia na formacgao de nanofibras, no caso de matrizes sol-gel (WEISER
et al., 2016), e formagao de dimeros e aglomerados a lipases covalentemente
imobilizadas (ALNOCH et al., 2020).
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4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia
Fermentativa Enzimatica (LTFE) do Departamento de Bioquimica, e no
Laboratdrio de Tecnologia Enzimatica e Biocatélise (LTEB) do Departamento de
Quimica, ambos da Universidade Federal do Parana (UFPR).

O fluxograma da estratégia do trabalho é apresentado na Figura 5. O
inicio ocorreu pela superexpressao e purificagdo, assim como 0s ensaios de
caracterizagdo de LipC12 (atividade em meio aquoso e quantificacdo da
concentracao de proteina), destacando-se que esta etapa foi realizada sempre
para cada novo lote de LipC12.

Na sequéncia, estudos de ativagdo de LipC12 livre por bioimprinting e
aplicacao de técnicas de imobilizagdo, segundo metodologias ja estabelecidas,
foram realizados de forma separada. Com a obtencdo de resultados
reprodutiveis apds o processo de imobilizacdo (etapa necessaria para
padronizagao, ja que esta técnica foi repetida a cada novo lote), partiu-se para a
realizagao dos estudos de bioimprinting somados a imobilizagao.

Com o inicio dos estudos de diferentes estratégias de bioimprinting, esta
técnica foi aplicada aos derivados imobilizados via adsor¢ao (Accurel MP-1000),
como pré-tratamento ou pos-tratamento a imobilizagdo, assim como aos
derivados imobilizados obtidos através de ligagao covalente (Immobead 150-P),
como pré-tratamento, pds-tratamento em meio aquoso e pds-tratamento em
meio organico. Além disso, foram utilizados derivados imobilizados em
Immobead 150-P utilizando o extrato bruto de LipC12 livre de células, que
também foram submetidos ao pré ou pos-tratamento por bioimprinting.

Ap0Gs a observagao dos melhores resultados de atividade dos derivados
imobilizados, por meio da Determinagdo da atividade de hidrélise em meio
organico, os melhores derivados imobilizados de cada tratamento foram
utilizados na reacao de esterificacdo entre o acido oleico e o etanol.

O derivado imobilizado que apresentou maior atividade na reagcao de
esterificacado foi escolhido para aplicagao do teste de reuso apés 10 ciclos na
reacao de hidrélise em meio orgéanico, a fim de verificar a estabilidade apds o

processo de bioimprinting.
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41 MATERIAIS

Foram utilizados os meios de cultivo Luria Bertani (LB) e LA, composto
por meio LB com adig&o de agar (15 g L") (KASVI, PR, Brasil). Para indugdo da
expressdo da lipase foi utilizado IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo)
(INVITROGEN LIFETECHNOLOGIES, USA). Para a purificagdo, foram
utilizadas colunas de afinidade (HiTrap Chelating HP GE HEALTHCARE,
Uppsala, Sweden). Cepas E. coli TOP10 (INVITROGEN, CA, USA) para
armazenamento e BL21(DE3) (NOVAGEN, MI, USA) para expresséo. Suportes
para a imobilizagao: (l) Polipropileno Accurel MP — 1000 (MEMBRANA GMBH,
Obernburg, Germany), com area de superficie de 55,985 m? g, densidade da
particula de 1,993 g cm?3, porosidade das particulas de 0,70 e tamanho das
particulas <1500 um; (ll) resina acrilica com grupamentos oxirano, Immobead
150-P (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA), com tamanho das particulas entre
0,15 e 0,5 mm. Trietilamina, n-heptano, n-hexano (99,5%), t-butanol e tolueno
adquiridos da VETEC (Duque de Caxias, RJ, Brasil); etanol (99,5%), glicerina,
acido cloridrico, acido acético, i-propanol, TWEEN 80, cloreto de potassio P.A. e
cloreto de sodio P.A. adquiridos da SYNTH, (Diadema, SP, Brasil); Tris
(hidroximetil) aminometano P.A. e imidazol P.A. da NEON QUIMICA (Séo Paulo,
SP, Brasil). Brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB), Coomassie R-250,
trioleina (65%), acido oleico (90%) e o antibidtico para cultivo de E. coli
kanamicina (utilizada a 50 ug mL™") adquiridos da SIGMA-ALDRICH (St. Louis,
USA). Todos os demais reagentes, como sais utilizados no preparo de solugdes,

surfactantes e substratos de reagcbes apresentavam grau de pureza P.A.

4.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2.1 Superexpressao e purificacdo de LipC12

A superexpressao e purificacado de LipC12 foram feitas de acordo com
Glogauer et al. (2011), com modificagdes. Células transformadas de E. coli BL21
(DE3) com plasmidio pET28a-/ipC12 cultivadas em meio LB (800 mL) a 37 °C
até DOeoo de 0,6, seguindo-se a indugédo com adi¢ao de IPTG (concentragao final

de 0,5 mmol L"). Apds adigdo do agente de indugéo, o cultivo foi incubado por
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16 h a 20 °C, para posterior obtencao do pellet de células por centrifugagéo (10
000 x g por 10 min) a temperatura ambiente.

Os pellets de células foram ressolubilizados em 5 mL de tampao de lise
composto por 50 mmol L' Tris-HCI pH 7,5, 500 mmol L-' de NaCl, 10 mmol L'
de imidazol, 10% (v/v) de glicerol, e lisado por ultrassom em banho de gelo (10
ciclos de pulsos de 15 s, 90 W, com intervalos de 15 s) utilizando sonicador
(SONICATOR® XL 2020, Heat systems-Ultrasonics Inc., New Highway,
Farmingdale, NY, EUA), gerando um extrato bruto (EB), que entédo foi
centrifugado (15 000 x g por 15 m) a 4 °C para sedimentar os restos celulares e
separacgao de LipC12 presente na fragao soluvel.

Para a obtencéao de LipC12 purificada foi utilizada uma coluna HiTrap HP
Chelating (GE Healthcare, EUA), previamente carregada com Ni?* e ambientada
com trés volumes de tamp3ao de lise (50 mmol L-' de Tris-HCI pH 7,5, 500 mmol
L-* de NaCl, 1 mol L-' de imidazol). O extrato bruto ent&o foi carregado na coluna
e as proteinas foram eluidas com solucao contendo diferentes concentracdes de
imidazol, formando um gradiente crescente, de 50, 100, 300 e 500 mmol L.

As fragbes purificadas e o extrato bruto de LipC12 foram analisadas
através de eletroforese desnaturante de proteinas (SDS-PAGE), conforme

descrito em 4.3.1

4.2.2 Agentes de bioimprinting

Foram testados agentes de bioimprinting que sao relatados na literatura
como ativadores de lipases: (1) acido oleico nas massas 29,4 e 147 nmol,
dissolvido em t-butanol, equivalentes em massa a razao LipC12:acido oleico a
1:1 e 1:5 de LipC12, respectivamente; (2) solu¢cdo aquosa de CTAB, 50 mmol
mL-", utilizada pura ou e em misturas com &cido oleico, (3) solventes organicos
(20% (v/v) em relacado ao meio de incubacéo total): metanol, etanol absoluto, t-
butanol, n-heptano e tolueno.

Com base na literatura (Tabela 1), o acido oleico foi o0 acido graxo mais
utilizado como agente de bioimprinting, motivo pelo qual foi o escolhido nestes
experimentos. Para a definigdo da massa de acido oleico nos ensaios levou-se
em consideragdo observagbes realizadas no inicio do trabalho (dados né&o

mostrados), em que grandes concentragdes de acido oleico inibiram a atividade
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lipolitica de LipC12 livre. Além disso, a baixa solubilidade do acido oleico em
agua (0,003 mg mL" a 20° C) requer solubilizagdo deste acido em solvente
organico, como o t-butanol, que atua como solvente e agente de ativagéo
interfacial (Yan et al., 2009).

Em relacdo a massa de surfactante, utilizou-se massa de 50 mmol por
mg de LipC12) conforme dados da literatura (Tabela 3) (WEISER, 2016;
MUKHERJEE e GUPTA, 2016b; MUKHERJEE e GUPTA, 2016a).

Para a escolha dos solventes metanol, etanol, t-butanol, n-heptano e
tolueno, foram considerados resultados de aumento da atividade de hidrdlise da
lipase livre apds incubagao, observados por Glogauer et al. (2011) e Madalozzo
et al. (2015), utilizando solu¢des aquosas com 30% (v/v) destes solventes
organicos. Além disso, levou-se em consideragdo os valores tabelados do
logaritmo do coeficiente de particdo do octanol em agua (log P), um parametro
adotado para indicar a polaridade de solventes organicos (LAANE et al., 1987).

Os valores utilizados nos experimentos utilizando LipC12 purificada
foram calculados proporcionalmente, ou seja, uma molécula de acido oleico em
relacdo a uma molécula de LipC12, e calculada a quantidade (nmol) das duas
moléculas. Considerou-se 34.000 g para 1 mol de LipC12, calculada a partir da
massa molecular de 34 kDa (GLOGAUER et al., 2011). Assim sendo, a cada 1
mg de LipC12 tem-se disponivel 29,4 nmol de enzima. A proporc¢ao de acido
oleico (também em nmol) estudada foi 1 e 5, portanto, nos ensaios com adigcéo
de acido oleico, foram utilizados 29,4 e 147 nmol por mg de LipC12,
respectivamente.

A proporcdo de 1:1 (LipC12:acido oleico) corresponde a 1 mg de
proteina - equivalente a 29,4 nmol de LipC12 - e 1 mL da solugéo de acido oleico
contendo 29,4 nmol (obtida a partir da diluigdo de 58,82 pL da solugao de acido
oleico 1 umol mL-' com 941,18 uL de t-butanol). Na proporgao 1:5, foi utilizado 1
mg de proteina na fracédo purificada - equivalente a 29,4 nmol de LipC12 - e 1
mL da solugéo de acido oleico contendo 147 nmol (obtida a partir da diluicao de
291,1 uL da solugdo de &cido oleico 1 ymol mL-' com 705,9 uL de t-butanol). Ja
para os casos em que foi adicionado CTAB, foi utilizado 4 mL da solugcéo de
LipC12 purificada contendo 1 mg de proteina e 1 mL da solugdo de CTAB (50
mmol mL") resultando em 50 mmol de CTAB por mg de LipC12, e nos casos

que foram avaliados CTAB e acido oleico, foi adicionado 3 mL de solucdo de
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LipC12 (mantendo a massa de 1 mg de LipC12), 1 mL da solugao de acido oleico
(29,4 nmol ou 147 nmol de acido oleico para a propor¢ao LipC12:acido oleico
1:1 ou 1:5 respectivamente) e 1 mL da solugdo de CTAB 50 mmol mL""
(mantendo a relagado 50 mmol de CTAB por mg de LipC12).

Os agentes de bioimprinting, (1 mL da solugdo de bioimprinting) foram
adicionados a 4 mL de solugao de LipC12, para um volume final de 5 mL de
solugcdo na incubacao de bioimprinting, ou seja, a massa de acido oleico da
condicdo AO1 equivale a adicao de 29,4 nmol de acido oleico em 5 mL de
solugdo de incubagdo. Para efeitos de padronizagdo, a massa de agente de
bioimprinting utilizada e o nome utilizado para cada condigdo sao apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4: Solugdes e solventes utilizados como agentes de bioimprinting

Agente de bioimprinting Volume (mL) Sigla
Acido oleico 29,4 nmol em t-butanol 58,82 uL? AO1
t-butanol 941,18 uL
Acido oleico 147 nmol em t-butanol 291,1 yL@ AOS
t-butanol 705,9 uL
CTAB 50 mmol 1 mLP CTAB
CTAB 50 mmol 1 mLP CTAB-£butanol
t-butanol 1 mL
CTAB 50 mmol 1 mLP
Acido oleico 29,4 nmol em t-butanol 58,82 L2 CTAB-AO1
t-butanol 941,18 uL
CTAB 50 mmol 1 mLP
Acido oleico 147 nmol em t-butanol 291,1 pLa CTAB-AO5
t-butanol 705,9 uL
Metanol 1mL Metanol
Etanol absoluto 1 mL Etanol
t-butanol 1 mL t-butanol
n-heptano 1 mL n-heptano
Tolueno 1 mL Tolueno

Legenda: a: Solugado de acido oleico 1 pmol mL-' em t-butanol; b: Solugdo de CTAB 50 mmol mL-"
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4.2.3 Estudos preliminares — Ativagao de LipC12 livre

Estes experimentos foram feitos com a finalidade de encontrar agentes
de ativacédo de LipC12 livre que pudessem ser utilizados como agentes de
bioimprinting, antes do processo de imobilizagao.

Em frascos Erlenmeyer de 25 mL, foram adicionados 4 mL de solugao
de LipC12 em tampéo Tris-HCI 50 mmol L, pH 7,5 contendo 1 mg de proteina e
1 mL de agente de bioimprinting. Os frascos foram incubados a 4 °C, sob
agitacdo orbital de 150 rpm por 15 min. Apds a incubagédo, aliquotas das
amostras foram transferidas ao vaso de reacdo do pHStat para medicdo da
atividade de hidrolise, conforme descrito em 4.3.3. A atividade foi medida
imediatamente apds a incubacédo de cada amostra, uma vez que cada condi¢cao
foi testada isoladamente. O controle foi feito incubando-se a solugéo de LipC12
nas mesmas condi¢cdes dos ensaios, sem agente de bioimprinting.

Destaca-se que todos os experimentos foram conduzidos em duplicata.
Isto é, cada condicéo testada foi realizada em duplicata desde o momento da

incubacg&o ou imobilizag&o.

4.2.4 Ensaios de imobilizagdo de LipC12 sem tratamento de bioimprinting
Foram utilizadas duas formas de imobilizagcédo de LipC12: adsorgédo em

suporte Accurel MP-1000, e por ligagado covalente, em Immobead 150-P, com

protocolos otimizados anteriormente por Madalozzo et al. (2015).

4.2.4.1 Imobilizacdo por adsorcdo em Accurel MP-1000

A imobilizac&o de LipC12 por adsorgéo foi feita utilizando o polipropileno
comercial Accurel MP-1000, com base na metodologia proposta por Al-Duri e
Yong (2000). Visando remover o ar contido dentro das particulas, 0,1 g do
suporte foram umedecidos com solu¢do de etanol (70% em agua, v/v) por pelo
menos 30 min. Na sequéncia, o suporte foi lavado com agua destilada durante
filtragem e incubado em agua destilada overnight para entao ser filtrado em papel
filtro Whatman n° 15 e utilizado na imobilizagao. A imobilizacao foi realizada em

frascos Erlenmeyer de 25 mL, onde foram colocados 0,2 g de suporte, LipC12
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dissolvida em tampao Tris-HCI 50 mmol L, pH 7,5, com carga de proteina de 10
mg g de Accurel MP-1000. O sistema (suporte e solugdo enzimatica) foi
incubado a 4 °C sob agitagao orbital de 150 rpm, por 12 h. Apds a incubagao, o
derivado imobilizado foi filtrado a vacuo em papel de filtro Whatman n° 15 e seco

a vacuo (500 mm Hg) em dessecador por cerca de 24 h a4 °C.

4.2.4.2 Imobilizacédo por ligacdo covalente em Immobead 150-P

Os processos de imobilizacao de LipC12 purificada e do extrato bruto via
ligacdo covalente em suporte comercial Immobead 150-P foram baseados nas
metodologias descritas por Madalozzo et al. (2015) e Knezevic et al. (2006). A
imobilizagdo foi realizada em frascos Erlenmeyer de 25 mL, onde foram
colocados 0,1 g de suporte, LipC12 dissolvida em tampao Tris-HCI 50 mmol L,
pH 7,5, (com carga de proteina de 10 mg g' enzima:suporte para a fragéo
purificada e 200 mg g~' enzima:suporte para o extrato bruto). O sistema (suporte
e solugao enzimatica) foi incubado a 4 °C sob agitagéo orbital de 150 rpm, por 6
h. Apds a incubacgao, o derivado imobilizado foi filtrado a vacuo em papel de filtro
Whatman n° 15 e seco a vacuo (500 mm Hg) em dessecador por cerca de 24 h
a4 °C.

4.2.5 Estratégias de Bioimprinting

A metodologia de bioimprinting utilizada foi baseada em Mukherjee e
Gupta (2015), porém, a etapa de liofilizacdo foi substituida pela filtragem e
lavagem com t-butanol e secagem em dessecador. Diferentes estratégias de
bioimprinting aplicadas conjuntamente a imobilizagado de LipC12 purificada ou
em extrato bruto foram utilizadas de acordo com a forma de imobilizacéo
aplicada.

Para cada conjunto de testes, foram utilizados novos lotes de LipC12
(purificada ou extrato bruto). Nos experimentos de pré-tratamento, o
bioimprinting em LipC12 sempre foi realizado em volume (variavel de acordo com
a concentracado da solucado de LipC12) suficiente para producdo de 0,1 g de
derivado imobilizado. Para os experimentos de péds-tratamento, foram

produzidos, em média, 2 g de derivado imobilizado por vez. Em todos os casos,
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o derivado imobilizado final foi imediatamente utilizado na reacédo de atividade
de hidrélise em meio organico, e o excedente armazenado a — 20 °C.

Nos casos em que foi necessaria a alteracdo da massa de suporte ou do
derivado imobilizado, a massa de acido oleico acompanhou proporcionalmente.
Para efeito de padronizagao, os mesmos valores de acido oleico foram utilizados
em ensaios de bioimprinting como pés-tratamento da enzima purificada, e nos
ensaios utilizando extrato bruto da solugdo enzimatica.

Nos ensaios em que foi utilizado extrato bruto de LipC12, foram mantidas
as massas de acido oleico, ou seja, 29,4 nmol e 147 nmol por 5 mL do meio
reacional contendo 200 mg de proteina, sendo que a carga de proteina foi de
200 mg por g de suporte. Com base nos resultados de densitometria, a massa
de LipC12 disponivel foi de 1728,72 nmol (29,4%) acarretando em razdo massica
LipC12:acido oleico de 1:11,76 e 1:58,8, para as adi¢des de 29,4 e 147 nmol de
acido oleico, respectivamente.

A adigao dos agentes de bioimprinting foi realizada de forma sequencial.
Para a adi¢cao de acido oleico, partiu-se de uma solugao estoque do acido em t-
butanol na concentragéo de 1 yumol mL-'. Esta solugéo foi diluida com o mesmo
alcool para a concentragcdo desejada no experimento, no proprio frasco de
ensaio. Para o CTAB, a solugéo aquosa estoque (50 mmol mL") foi diretamente
adicionada a solucao de LipC12.

Para os experimentos de bioimprinting em meio organico, foi preparada
solugdo de CTAB 50 mmol mL' em n-hexano, sob constante agitagédo
magnética, com a adigdo de agua gota a gota até a formagédo de micelas
invertidas estaveis, momento em que a solugdo se tornou homogeneamente

branca, opaca e com viscosidade maior que a solugéo inicial.

4.2.5.1 Bioimprinting combinado a imobilizacdo por adsorcao

Estes experimentos foram feitos com a fragao purificada de LipC12 e o
suporte utilizado foi o Accurel MP-1000. Foram estudados os efeitos do

bioimprinting como pré-tratamento e pos-tratamento
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4.2.51.1 Bioimprinting como pré-tratamento

Para o bioimprinting antes da imobilizacdo, foram adicionados 4 mL da
solugéo enzimatica 0,2 mg mL-! (para manter a proporgdo LipC12: suporte em
10 mg g'), 1 mL de solugéo de bioimprinting (Tabela 4), incubando-se a mistura
em agitador orbital, a 150 rpm, 4 °C por 15 min. Logo apés a incubagao, no
mesmo frasco, foi adicionado 0,1 g de Accurel MP-1000, seguindo-se o
procedimento descrito no item 4.2.4.1.

Apds a imobilizagao, os derivados imobilizados foram lavados com 5 mL
de tamp&o Tris-HCI 50 mmol L', pH 7,5, filtrados em papel filtro Whatman n °15
a vacuo e secos em dessecador a vacuo (-500 mm Hg) a 4 °C por
aproximadamente 24 h. Em seguida, os derivados imobilizados foram lavados
duas vezes com 5 mL de t-butanol e novamente secos em dessecador a vacuo
por 24 h. Apdés a secagem, os derivados imobilizados foram transferidos para
tubos Eppendorf e armazenados a -20 °C até determinacdo da atividade de
hidrolise em meio organico utilizando trioleina como substrato e o meio reacional

composto por n-hexano, de acordo com o item 4.3.8.

42512 Bioimprinting como pos-tratamento

Para o bioimprinting posterior a imobilizagdo em Accurel MP-1000, foi
conduzida a imobilizacéo de LipC12 purificada, de acordo com item 4.2.4.2. Apos
a secagem do derivado, foram adicionados 0,1 g de derivado imobilizado a frasco
Erlenmeyer contendo 4 mL de solugdo Tris-HCI 50 mmol L', pH 7,5, 1 mL de
solucao de bioimprinting (Tabela 4), e incubado em agitador orbital, a 150 rpm,
4 °C por 15 min.

Apoés a imobilizag&o, os derivados imobilizados foram lavados com 10
mL de t-butanol para remogao dos agentes de bioimprinting, filtrados em papel
filtro Whatman n °15 sob vacuo e secos em dessecador a vacuo a 4 °C por
aproximadamente 24 h. Apdés a secagem, os derivados imobilizados foram
transferidos para tubos Eppendorf e armazenados a -20 °C até determinacao da
atividade de hidrolise em meio organico utilizando trioleina como substrato e o

meio reacional composto por n-hexano (item 4.3.6).
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4.2.5.2 Bioimprinting combinado a imobilizacao por ligacado covalente

Estes experimentos foram feitos com LipC12 purificada e com o extrato
bruto de LipC12 livre de células, produzidos conforme descrito no item 4.2. O
suporte utilizado foi o Immobead 150-P. Foram realizados experimentos de
bioimprinting como pré-tratamento, e pods-tratamento. Também foram feitos
experimentos de pdés-tratamento em meio organico, utilizando-se o derivado

imobilizado obtido com a fracao purificada de LipC12.

42521 Bioimprinting utilizando a fragéo purificada de LipC12

Os ensaios de pré-tratamento foram conduzidos em Erlenmeyers de 25
mL com tampa, foram adicionados 4 mL da solugdo enzimatica 0,2 mg mL™", 1
mL de solugcdo de bioimprinting, como descrito em 4.2.3, incubando-se em
agitador orbital, a 150 rpm, 4 °C por 15 min. Logo apds a incubagédo, sem
remocao do agente de bioimprinting, no mesmo frasco, foi adicionado 0,1 g de
Immobead 150-P, seguindo-se a incubacao por 6 h a 4 °C em agitador orbital,
para imobilizac&o da lipase.

Apds a imobilizagao, os derivados imobilizados foram lavados com 5 mL
de tampéo Tris-HCI 50 mmol L', pH 7,5, filtrados em papel filtro Whatman n °15
a vacuo e secos em dessecador a vacuo (-500 mm Hg) a 4 °C por
aproximadamente 24 h. Em seguida, os derivados imobilizados foram lavados
duas vezes com 10 mL de t-butanol e novamente secos em dessecador por 24
h. Apds a secagem, os derivados imobilizados foram transferidos para tubos
Eppendorf e armazenados a 4 °C até determinagao da atividade de hidrélise em
meio organico, utilizando trioleina como substrato e o meio reacional composto
por n-hexano, segundo item 4.3.8.

Para o bioimprinting como pdés-tratamento, LipC12 foi imobilizada no
Immobead 150-P a partir da fragéo purificada, segundo Madalozzo et al. (2015),
conforme descrito no item 4.2.4.2.

Apos secagem, 0,1 g de derivado imobilizado foram adicionados a 4 mL
de tampao Tris-HCI 50 mmol L', pH 7,5 e 1 mL de solugdo de bioimprinting
(Tabela 4), incubando-se em agitador orbital, a 150 rpm, 4 °C por 15 min. Em

seguida, os derivados imobilizados foram lavados duas vezes com 5 mL de t-
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butanol para remog¢ao dos agentes de bioimprinting e novamente secos em
dessecador, por 24 h. Apos a secagem, os derivados imobilizados foram
transferidos para tubos Eppendorf e armazenados a -20 °C até utilizagdo nos
ensaios de atividade.

Alternativamente, a solugcao tampao foi substituida por n-hexano nos
ensaios de pés-tratamento. Para tanto, os ensaios foram feitos substituindo-se a
solucdo tampéo por 4 mL da solugdo n-hexano como meio para o bioimprinting.
Adicionou-se 0,1 g do derivado imobilizado, 1 mL de solugéo de bioimprinting
(Tabela 4), e incubou-se em agitador orbital, a 150 rpm, 4 °C por 15 min e

secagem como descrito acima.

42522 Bioimprinting utilizando o extrato bruto de LipC12

Estes experimentos foram feitos com imobilizacdo de LipC12 em
Immobead 150-P diretamente do extrato bruto livre de células, preparado como
descrito no item 4.2. Nestes experimentos, foram realizados o pré-tratamento de
LipC12 livre e de pos-tratamento do derivado imobilizado.

Os ensaios de pré-tratamento e pds-tratamento foram conduzidos de
forma semelhante ao descrito no item 4.2.5.2.1, porém, aumentando-se a carga
de proteina de 10 para 200 mg g-' de suporte. Nesta variagdo da metodologia
optou-se por nao realizar os experimentos de pos-tratamento em meio organico,
considerando que esta variacdo da metodologia ndo produziu bons resultados

em experimentos com LipC12 purificada.

4.2.6 Reutilizagdo de LipC12 imobilizada em reagdes de hidrélise em meio

organico

O estudo de reutilizagdo em varios ciclos de reagao foi aplicado por meio
da determinagéao hidrolitica em meio orgéanico (4.3.6), realizado com o derivado
imobilizado do extrato bruto pré-tratado com AO5 (LipC12:acido oleico 1:5). Apds
cada ciclo, os derivados imobilizados foram lavados com 2 volumes de 5 mL de
n-hexano durante a filtracdo a vacuo, recuperados e secos em dessecador a

vacuo por 16 h a 4 °C. Apods este periodo, os preparados imobilizados foram
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submetidos a um novo ciclo de reagcdo. As conversdes foram expressas em

percentual da conversao absoluta obtida em cada ciclo.

4.3 METODOS ANALITICOS

4.3.1 Eletroforese SDS-PAGE

As fragbes purificadas e o extrato bruto de LipC12 foram analisadas
através de eletroforese desnaturante de proteinas (SDS-PAGE), realizada em
gel de poliacrilamida como descrito por Laemmli (1970). O gel foi constituido por
uma fragdo denominada “gel de empilhamento” com 5% de poliacrilamida (m/v)
e a fragao “gel de separagao” com 12% de poliacrilamida (m/v). O preparo das
amostras foi realizado pelo aquecimento das amostras a 100 °C por 5 min, e que
foram entdo submetidas a eletroforese. As proteinas contidas no gel foram
coradas com azul brilhante de Coomassie R-250 0,05% (m/v) por 30 min,
descoradas com solugéo de metanol:acido acético:agua (5:1:4, v:v:v) por 60 min.
Os marcadores de massa molecular utilizados foram: fosforilase b (97 kDa), BSA
(66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (31 kDa), inibidor de tripsina
(20,1 kDa) e a-lactolbumina (14,4 kDa) (Pierce Biotechnology, Rockford, IL,
EUA). As corridas foram realizadas por pelo menos 60 min, sob voltagem
constante de 150 V.

4.3.2 Densitometria SDS-PAGE

Para determinar-se a concentragao relativa de LipC12 no extrato bruto, foi
feita a analise por densitometria do gel SDS-PAGE através do Software
LabWorks Image Acquisition and Analysis 4.0 (UVP Biolmaging Systems,
Upland, CA, USA), em gel previamente preparado com a aplicagao do marcador

molecular e dilui¢des do extrato bruto (diluicdes de 200x, 100x, 50x, 10x e 1x).

4.3.3 Determinacéao da atividade de LipC12 por método titulométrico

Esta metodologia, proposta por Stuer et al. (1986), baseia-se na titulagéo

com NaOH dos acidos graxos liberados pela agdo da enzima a partir dos
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triacilglicerideos. A enzima (livre ou imobilizada) é colocada em um recipiente
contendo o substrato emulsificado, com agitagado e temperatura controlada. A
emulsdo é preparada através da mistura de agua destilada, Tris-HCI (2,5 mmol
L', pH 7,0), CaCl2 (2 mmol L"), NaCl (150 mmol L'), goma arabica (3%, m/v) e
67 mmol L' de substrato (tributirina, tricaprilina ou trioleina) (TISS et al., 2001).
Em seguida, a mistura foi emulsionada em um liquidificador Arno Optimix (Arno,
Sao Paulo, Brasil) por 15 min. Para cada ensaio, 20 mL de emulsdo foram
adicionados ao vaso de reagao termostatizado, com agitacdo magnética ao nivel
6 de indicador de velocidade do equipamento.

A atividade de lipase é medida através da quantidade de NaOH (0,05
mol L") adicionada pelo titulador automatico pHStat (Metrohm Ti-Touch 916,
Herisau, Suica) para titular os acidos graxos liberados durante a reagao de
hidrolise. O pH dos ensaios foi mantido em 7,0 e a reacéo, realizada a 37 °C, foi
acompanhada durante 5 min. A atividade de hidrdlise foi calculada de acordo

com Equacao 1.

A= %x[NaOH]xfopH Equacéo 1

Sendo:

dV/dt: velocidade inicial da reacdo, calculada pelo consumo de NaOH na
titulagdo, em mL min';

[NaOH]: concentragdo de NaOH em pmol mL™";

f: fator de correcédo da concentracdo de NaOH;

Fph: fator de correcéo (adimensional) relacionado a dissociagéo parcial do acido

oleico, que possui valor de pKa de 6,8.

Ja o valor de FpH foi calculado de acordo com a Equacgao 2, considerando

o pH do ensaio (7,0).

o 1+10(PH-PK )
pPH ™ 1o(pH-pKa)

Equacao 2
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A atividade de hidrdlise foi expressa como unidade de atividade por
miligrama de proteina (U mg') ou unidades de atividade por grama de suporte
(U g"). Uma unidade de atividade (U) representa a quantidade de enzima que
promove a liberagédo de 1 ymoL de acido graxo por min, nas condigdes utilizadas

no ensaio.
4.3.4 Quantificagado do teor de proteinas

A concentracdo de proteinas do extrato enzimatico purificado e n&o
purificado foi determinada através do método de Smith et al. (1985) ou método
do acido bicinconinico (BCA), utilizando o kit “Pierce BCA Protein Assay” (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, EUA), com albumina sérica bovina (BSA) (Sigma
Aldrich, St. Louis, EUA) como padré&o.

4.3.5 Calculo da eficiéncia de imobilizacao e retencao da atividade

Para todos os experimentos de imobilizagdo, com ou sem bioimprinting,
e para diferentes suportes e métodos de imobilizagdo, foram calculados os
parametros eficiéncia de imobilizacdo (El) e retengcdo de atividade dos
imobilizados a partir do decréscimo da concentragcdo de proteinas no
sobrenadante da imobilizagdo. A atividade dos sobrenadantes de imobilizagao
foi determinada como descrito no item 4.3.3, e a concentracao de proteinas foi
determinada pelo método BCA (4.3.4).

A eficiéncia de imobilizagao (EI) foi calculada de acordo com a Equacgao
3. Ja a retencéo da atividade (R) dos preparados imobilizados foi determinada
pela atividade de hidrdlise de LipC12 livre em meio organico com trioleina como
substrato (4.3.6), através da Equacao 4, comparando-se a atividade teorica,
obtida através do balango de massa expresso em atividade (U g™' de suporte),
com a diferenga de massa de proteina encontrada do sobrenadante no inicio e
no fim do processo de imobilizagdo, calculada pela Equagdo 5 (YADAV e
JADHAYV, 2005; MADALOZZO et al., 2015; SANTOS, 2021).

_ (mj—my) x100

El Equacéo 3

m;
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R=—— Equacéo 4

Onde:

mi: Massa inicial total no sobrenadante, antes da imobilizagéo (U);

ms. Massa final total no sobrenadante apds a imobilizagéo (U);

Ao: Atividade de hidrélise do imobilizado (U g-') determinada em meio organico;
At: Atividade tedrica do imobilizado em meio organico (U g'), calculada conforme

a Equacao 5:

At = (mp; — mpp) X Agsporg Equagdo 5

Onde:

mpi: massa de proteina (mg) originalmente da solugdo enzimatica
(sobrenadante) antes da imobilizagdo (10 mg de LipC12 por g de suporte);

mpr: massa de proteina (mg) que permaneceu no sobrenadante ao final da
imobilizacao, calculada através da El;

AEtsporg: atividade de hidrélise especifica da enzima livre (U mg™' de proteina), foi
medida em meio organico contra a trioleina, utilizando 100 pyL de solugédo de

LipC12 purificada (0,66 mg mL™"), apresentando atividade de 45,6 U mg-".
4.3.6 Determinacdo da atividade de hidrélise em meio organico

O procedimento de hidrolise em meio organico utilizado foi o mesmo
empregado por Madalozzo et al. (2015). A reacao foi realizada em frascos
Erlenmeyer de 25 mL e o meio reacional composto de 4,6 mL de n-hexano, 70
mmol L' de trioleina (65%), 2% (v/v) de agua destilada (100 uL) e
aproximadamente 20 mg da lipase imobilizada. Quando a atividade da lipase
livre foi medida, ao invés da adi¢gdo de 2% de agua destilada (100 L), foram
adicionados 100 yL da enzima diluida em tampé&o (Tris HCI 50 mmol L, pH 7,5).
A mistura foi mantida em agitador orbital a 180 rpm a 40 °C e a reacao foi

acompanhada por até 25 min pela retirada de aliquotas de 100 yL do meio
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reacional para dosagem de acidos graxos livres segundo método de Lowry-
Tinsley, descrito no item 4.3.8.
Uma unidade de atividade (U) é a quantidade de enzima que promove a

liberagcao de 1 umoL de acido graxo por min, nas condi¢des utilizadas no ensaio.

4.3.7 Determinagao da atividade de esterificagéo

O procedimento foi realizado de acordo descrito por Madalozzo et al.
(2015). A reacao de sintese do oleato de etila foi utilizada como reac¢ao padréo.
O meio reacional (5 mL) foi composto de n-hexano, 70 mmol L-' de acido oleico
e 210 mmol L' de etanol tendo sido utilizada razdo molar acido oleico:etanol de
1:3.

A reacéo teve inicio com a adicdo da enzima imobilizada (50 a 150 mg)
e a mistura foi mantida em agitador orbital a 180 rpm e 40 °C. A reacéao foi
acompanhada em diferentes intervalos de tempo pela retirada de aliquotas de
100 uL do meio reacional, que foram analisadas quanto ao teor de acido graxo
residual (4.3.8). A conversao em éster foi calculada a partir do consumo de
acidos graxos do meio reacional, cuja dosagem foi feita pelo método de Lowry-
Tinsley (4.3.8).

4.3.8 Determinagao dos acidos graxos por método colorimétrico

O método de Lowry e Tinsley (1976) foi utilizado para quantificar o teor
de acido oleico nos meios reacionais de hidrolise da trioleina e sintese do oleato
de etila em n-hexano. Este método mede a coloragcdo do complexo azul-
esverdeado (715 nm) formado entre os ions Cu?* e os acidos graxos livres
soluveis em fase organica. A concentragdo de acido graxo no meio foi calculada
por curvas de calibragao feita com o acido oleico (na faixa de 5 e 160 mmol), que
foi obtida nas mesmas condi¢des do ensaio.

Para cada ensaio, foram adicionados 100 pL da amostra a ser analisada
em tubos Eppendorf contendo 1150 uL de tolueno e 250 pL do reativo de cor,
que consistiu em uma solugao aquosa de acetato de cobre Il (5%, m/v), com pH
(6,0-6,2) corrigido previamente com piridina. A mistura foi agitada em vortex

(agitador de tubos) durante 40 s. Em seguida, a fase orgéanica foi removida com
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pipeta Pasteur e sua absorbancia foi medida em a 715 nm em espectrofotdmetro
modelo UV-1800 (Shimadzu, Kyoto, Japao).

4.3.9 Tratamento estatistico dos dados
Os valores apresentados nas figuras e tabelas deste trabalho

correspondem as médias dos resultados, em duplicata, seguidas do desvio

padrao da média, calculado pela Equacgao 9.
Z(x;—xp)>
S = /M Equacao 6
n-1

S é o desvio padrao da média; xi € o valor de cada resultado individual (x1, X2,

Onde:

X3); Xm € a meédia aritmética dos valores xi e n € o numero de amostras.

Para comparar os resultados, foi aplicado o teste f, com o auxilio das
ferramentas de analise do Excel, com nivel de significancia de 5%. Assim, um
valor de p>0,05 significa que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre a média dos resultados e p<0,05 significa que houve diferenga

estatisticamente significativa entre a média comparadas.



56

5 RESULTADOS
51 SUPEREXPRESSAO E PURIFICAGAO DE LipC12

As fracOes obtidas dos extratos brutos e das fragdes purificadas de
LipC12 foram analisadas por SDS-PAGE (Figura 6), observando-se a banda
maior de proteinas na fragcao purificada (linha G no gel), correspondente a uma
massa molecular de 34 kDa, similar & encontrada por Glogauer et al. (2011). Os
valores encontrados para as fragées de LipC12 purificadas foram de 1948 + 88
U mg™' de atividade hidrolitica e 2,3 mg mL" de proteinas. Estes valores sdo
similares aos encontrados por Glogauer et al. (2011) e Madalozzo et al. (2015)

para a fragao purificada da expressao de LipC12.

33kDa Hp

Figura 6: SDS-PAGE com as fragdes purificadas de LipC12.

Legenda: A: Marcadores moleculares; LipC12: B: Extrato bruto; C: Eluigdo da aplicagdo do extrato
bruto na coluna; Fragdes eluidas da coluna HiTrap HP Chelating (GE Healthcare, EUA), gradiente
de concentragdo de imidazol. D: 10 mmol L-'; E: 50 mmol L-*; F: 100 mmol L-*; G: 300 mmol L; H:
500 mmol L.

O extrato bruto de LipC12, utilizado nos experimentos descritos no item
4.2.5.2.2, apresentou 2774 + 139 U mg™' de atividade hidrolitica contra trioleina
e 14,5 mg mL-"de proteina. O extrato bruto também foi analisado por SDS-PAGE
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para quantificagdo do teor de LipC12 relativo ao teor total de proteinas presente
em solugao, através de analise de densitometria. O teor de LipC12 no extrato
bruto, calculado pela diluicdo de 10 vezes (Figura 7), foi de 29,4%, equivalente

a 4,26 mg mL".
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Figura 7: (A) Densitometria por imagem do SDS-PAGE contendo as diluigdes do
extrato bruto. (B) Densidade ética de cada banda detectada.

Legenda: a: Marcador molecular; Diluigdes do extrato bruto de LipC12: b: 200x; c: 100x d: 50x; e:

10x; f: 1x.

5.2 ESTUDOS PRELIMINARES — ATIVAGAO DE LipC12 LIVRE

LipC12 livre foi incubada com os agentes de bioimprinting e, apos
incubacgéo, o efeito dos tratamentos foi determinado pela atividade de hidrélise
da trioleina em pHStat (Figura 8). O maior aumento de atividade observado, em
relacéo a LipC12 sem adi¢cao de agentes, foi utilizando CTAB-t-butanol (Figura
8, E) (48%), seguido das misturas CTAB-AO1 (Figura 8, F) e CTAB-AQOS (Figura
8, G) (31% nos dois casos). Também foi possivel observar que houve diminuicdo

na atividade utilizando apenas CTAB (Figura 8, D) e AO1 (Figura 8, B) (de 68%
e 15%, respectivamente). Em relagdo a atividade de LipC12 sem tratamento
(condicdo controle), os resultados apresentaram diferenga estatisticamente

significativa com nivel de confianga de 95%.
O fato de as misturas contendo t-butanol proporcionarem aumento da

atividade de LipC12 pode ser explicado pela interacao da porcédo apolar deste
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alcool com a Jid da LipC12 (regido predominantemente hidrofobica),
movimentando-a e proporcionando acesso com maior eficiéncia dos substratos
ao tunel catalitico (YAN et al., 2009; LI et al., 2018). Este resultado é interessante
considerando que t-butanol € um bom solubilizador de acidos graxos, como o

acido oleico, utilizado como agente de bioimprinting.
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Figura 8: Efeito do tratamento com agentes de bioimprinting na atividade hidrolitica
contra trioleina de LipC12 livre.

Legenda: A: Controle (LipC12 imobilizada em Immobead 150-P sem incubagao); B: AO1 (Acido
oleico 29,4 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada); C: AO5(Acido oleico 147 nmol em t-
butanol por 1 mg de LipC12 purificada); D: CTAB; E: CTAB-t-butanol; F: CTAB-AO1 (Acido oleico
29,4 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada); G: CTAB-AO5(Acido oleico 147 nmol em t-
butanol por 1 mg de LipC12 purificada); H: Metanol; |: Etanol; J: t-butanol; K: n-heptano; L: Tolueno.

Condigoes de incubacao: 4 mL de solugdo de LipC12 em tampéo Tris-HCI 50 mmol L-',pH 7,5 e 1
mL de agente de bioimprinting, incubados a 4 °C, sob agitagédo orbital de 150 rpm por 15 min. Todas
as condicdes realizadas em duplicata.

Hidroélise em meio aquoso: método titulométrico com trioleina, a 37 °C pH 7,0.

5.3 ENSAIOS DE IMOBILIZACAO DE LipC12 SEM TRATAMENTO DE
BIOIMPRINTING

5.3.1 Imobilizacéo por adsor¢cao em Accurel MP-1000

Foram estudadas cargas de proteina variando entre 10 e 200 mg g-' de

suporte. A imobilizacdo foi seguida pelo teor de proteinas no sobrenadante
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(Tabela 5). A maior El (62,5%) e a maior retencéo de atividade (R, 125%) foram
obtidas com a menor carga de proteina (10 mg g'), confirmando resultados
anteriores obtidos com o suporte Accurel MP-1000 (MADALOZZO et al., 2015).

Tabela 5: Efeito da carga de proteina na imobilizacdo de LipC12 em Accurel MP-
1000

Proteina Atividade de

mg:g”’ (mg mL-")2 Eficiéncia de R (%)° o :
: : : . o 0) hidrolise em meio
LipC12:suporte Inicial  Einal imobilizagao (%) organico (U g')

10 0,20 0,12 62,5 125 365
50 1,00 0,9 15,0 48 203
100 2,00 1,6 17,9 20 192
200 4,00 2,7 33,0 5 201

Imobilizagao: 0,2 g de Accurel MP-1000, 5 mL de solug¢éo de LipC12 em tampéao Tris-HCI 50 mmol
L1, pH 7,5, incubagéo por 12 h a 4 °C, 150 rpm em agitador orbital.

a: Concentragao de proteina no sobrenadante da imobilizagdo; Quantificacdo do teor de proteina:
Método BCA (4.3.4); b: Segundo 4.3.5.

A maior atividade de hidrdlise contra trioleina (365 U g-!, Tabela 5) em meio
organico foi obtida com a menor carga de proteina utilizada (10 mg g'). Este
valor & condizente com valores obtidos por Madalozzo et al. (2015), que
relataram valor de 360 U g', para ensaios realizados na mesma condigado para
LipC12 purificada. O aumento da carga de proteina, gerou queda de atividade,
que se manteve constante na faixa de 200 U g’ a partir de 50 mg g'. Este
comportamento pode ser explicado pela saturagcéo do suporte, com a formagéao
de multicamadas de proteinas, impedindo o acesso do substrato as camadas de
LipC12 mais internas (MADALOZZO et al., 2015).

5.3.2 Imobilizag&o por ligagao covalente em Immobead 150-P

A imobilizagéo de LipC12 em Immobead 150-P foi feita com diferentes
cargas de proteina (Tabela 6). Verificou-se que a El foi de 100% para todas as
cargas de proteina estudadas. A atividade de hidrélise contra a trioleina em meio
organico com a menor carga (10 mg g') foi de 31 + 2 U g, sendo que
aumentando-se a carga de proteina, ndo houve aumento da atividade. Os
valores encontrados sdo menores do que os encontrados por Madalozzo et al.

(2015) (161 U g™") para condigcdes de imobilizagéo e dosagem similares as deste
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trabalho. Foram utilizados diferentes lotes do Immobead 150-P para
comparagao, pois o problema poderia estar no lote do material, mas todos os

resultados foram similares, em torno de 30 U g'.

Tabela 6: Efeito da carga de proteina na imobilizagdo de LipC12 em Immobead
150-P

" Proteina o Atividade de
mg:g (mgmLtye  Eficiénciade oo phigrslise em meio
L:suporte Inicial  Final imobilizagao (%) orgéanico (U g™)
10 0,20 0,0 100 6,8 31,0
50 1,00 0,0 100 0,8 15,4
200 4,00 0,0 100 0,0 18,2
400 8,00 0,0 100 0,0 18,7

Imobilizagado: 0,1 g de Immobead 150-P, 5 mL de solug¢édo de LipC12 em tampé&o Tris-HCI 50 mmol
L', pH 7,5, incubagéo por 12 h a 4 °C, 150 rpm em agitador orbital.

a: Concentragao de proteina no sobrenadante da imobilizagdo; Quantificagdo do teor de proteina:
Método BCA (4.3.4); b: Segundo 4.3.5.

Apesar dos resultados de relativamente baixa atividade, a continuidade
dos estudos com este suporte foi mantida, ja que a imobilizagao por interacéo
covalente propicia maior rigidez a lipase, sendo favoravel ao pré-tratamento da
lipase por bioimprinting. Além disso, a comparagao dos efeitos do bioimprinting
entre os processos de imobilizagao de LipC12 (por ligagado covalente e por

adsorcao) poderia gerar resultados interessantes.

54 ESTRATEGIAS DE BIOIMPRINTING

5.4.1 Bioimprinting combinado a imobilizagao por adsorgao

LipC12 purificada foi imobilizada em Accurel MP-1000, tendo sido
aplicados o pré e o pés-tratamento por bioimprinting. O efeito do bioimprinting foi
avaliado, no pré-tratamento, pela eficiéncia de imobilizacéo (El) e retencédo da
atividade (R), segundo 4.3.5. No pés-tratamento, LipC12 foi previamente

imobilizada (4.2.4.1) e o efeito do bioimprinting foi avaliado (4.3.6).



61

54.1.1 Pré-tratamento de LipC12 imobilizada em Accurel MP-1000

No pré-tratamento, a eficiéncia de imobilizagcdo (Tabela 7), variou de
acordo com o agente de bioimprinting. Verificou-se que houve variagdo da
eficiéncia de imobilizagdo (El) relativa ao controle (El= 55%) com todos os
agentes estudados, com destaque a diminuicdo utilizando aos agentes n-
heptano (log P = 4,66, El= 5%) e tolueno (log P = 2,5, El= 21%).

A diminuicdo na El com estes dois compostos pode ter ocorrido por
interacdes hidrofébicas entre eles e o suporte, impedindo a interagao do suporte
com a enzima. Em relacao as El obtidas com solventes polares metanol (log P =
-0,66, El= 61%), etanol (log P = -0,16, El= 52%), e t-butanol (log P = 0,37, El=
55%), os resultados mostram que, devido as interagdes enzima-solvente, houve
menor interferéncia destes solventes hidrofilicos na imobilizagéo de LipC12.

A atividade de hidrélise dos derivados imobilizados foi determinada em
meio organico, a partir da qual foi calculada a retengao de atividade (R) (Tabela
7). Todos os tratamentos causaram diminuicdo da atividade e,
consequentemente, valores de R menores do que 100%, com excegao ao pré-
tratamento com n-heptano, que, apesar de ter apresentado a mais baixa
eficiéncia de imobilizagdo (5%), produziu a retengdo de atividade mais alta
(242%). Este valor de R indica que LipC12 foi ativada por incubagédo em n-
heptano, como observado para o tratamento de LipC12 livre com o mesmo
solvente (Figura 8).

Os resultados de pré-tratamento (Tabela 7) mostram que agentes de
bioimprinting que ativaram LipC12 livre, acido oleico, CTAB e suas misturas (item
5.2), ndo proporcionaram aumento de atividade de LipC12 imobilizada em
Accurel MP-1000. Isto provavelmente ocorreu devido a reducéo nos valores de
El, indicando interferéncia dos agentes no processo de imobilizagdo, o que &
particularmente pronunciado nos solventes com log P elevados como o n-
heptano (log P= 4,66) e tolueno (log P= 2,5).
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Tabela 7: Parametros de imobilizacdo em Accurel MP-1000 e atividade de hidrélise
contra trioleina de LipC12 em meio organico apds o pré-tratamento com agentes
de bioimprinting.

Condigéo El (%) R (%)° Atividade em meio Atividade em relacao

organico (U g) ao controle (%)

Controle® 55 137 346 + 34 100 £ 10
AO1 62 33 95+2 27 £ 2
AO5 64 35 102 £ 14 29+ 14
CTAB 59 41 107 £ 10 319
CTAB-t-butanol 51 46 11017 326
CTAB-AO1 68 41 42 +3 12+6
CTAB-AO5 62 39 130+ 4 37+3
Metanol 63 62 11114 323
Etanol 64 65 178 £ 11 51+6
t-butanol 29 77 191 £1 55 +1
n-heptano 5 242 593 175
Tolueno 21 59 56 +3 16+£5

Legenda: a, b: Eficiéncia de imobilizagéo (EI) e retencéo da atividade (R) segundo 4.3.5; ¢: LipC12
imobilizada em Accurel MP-1000 sem incubacg&o; AO1: Acido oleico 29,4 nmol em t-butanol por 1
mg de LipC12 purificada; AO5: Acido oleico 147 nmol em f-butanol por 1 mg de LipC12 purificada.

Condigées de incubacgao: 4 mL de solugdo de LipC12 em tampéo Tris-HCI 50 mmol L-',pH 7,5 e 1
mL de agente de bioimprinting, incubados a 4 °C, sob agitacdo orbital de 150 rpm por 15 min.
Hidrolise em meio organico: 4,7 mL de n-hexano, 70 mmol L' trioleina, 2% (v/v) de agua, 20 mg de
derivado imobilizado, 180 rpm, 40 °C. Teor de acidos graxos analisado pelo método de Lowry-
Tinsley; Quantificagcéo do teor de proteina: Método BCA (4.3.4).

54.1.2 Pos-tratamento de LipC12 imobilizada em Accurel MP-1000

Nos experimentos de pos-tratamento, foi utilizada LipC12 imobilizada em
Accurel MP-1000, incubada por 15 min com os agentes de bioimprinting. A
atividade de hidrdlise (Tabela 8) dos derivados imobilizados foi determinada em
meio organico (4.3.6). Houve diminuicdo de cerca de 80% na atividade para a
maioria dos derivados imobilizados em relagdo ao controle, indicando que o
bioimprinting por poés-tratamento também nao foi efetivo para ativar LipC12
imobilizada em Accurel MP-1000. As menores diminuicdes de atividade foram
observadas para CTAB (40%) e CTAB-AO1 (35%). A diminuicdo da atividade
pode ser explicada pela lixiviagdo da enzima do suporte durante o processo de

bioimprinting, uma vez que o pos-tratamento € realizado em solugdes aquosas.



63

Tabela 8: Atividade de hidrdlise contra trioleina em meio organico de LipC12
imobilizada em Accurel MP-1000 apds o tratamento com agentes de bioimprinting.

Condicio Atividade em meio Atividade em relacao
organico (U g) ao controle (%)
Controle® 346 + 34 100 £ 10
Controle mcyb?do 344 + 28 99 + 8
em tampao
AO1 3911 113
AO5 534 15+ 8
CTAB 205 + 20 59 +10
CTAB-t-butanol 43 £1 12+ 3
CTAB-AO1 190 £ 6 55+3
CTAB-AO5 57 +3 165
Metanol 40+ 2 12+4
Etanol 42 +1 122
t-butanol 595 17+9
n-heptano 111 31
Tolueno 311 9+4

Legenda: a: LipC12 imobilizada em Immobead 150-P sem incubacéo; b: LipC12 imobilizada em
Accurel MP-1000 incubada em meio de incubagéao para bioimprinting, porém sem adigao de agente
de bioimprinting; AO1: Acido oleico 29,4 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada; AO5:
Acido oleico 147 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada;

Bioimprinting: pds-tratamento - 4 mL de solugdo tampé&o Tris-HCI 50 mmol L', pH 7,5 e 1 mL de
agente de bioimprinting, incubados a 4 °C, sob agitagéo orbital de 150 rpm por 15 min. Lavagem:
(2x) 5 mL de t-butanol, filtrados em papel filtro Whatman n °15 secagem em dessecador, 24 h

Hidrolise em meio orgéanico: 4,7 mL de n-hexano, 70 mmol L trioleina, 2% (v/v) de dgua, 20 mg de
derivado imobilizado, 180 rpm, 40 °C. Teor de acidos graxos analisado pelo método de Lowry-
Tinsley.

A partir dos resultados da Tabela 8, conclui-se que os agentes de
bioimprinting utilizados, tanto para o pré-tratamento, como para o pos-
tratamento, reduziram a atividade dos derivados imobilizados e, portanto, estes
tratamentos n&o foram eficientes para a ativagao de LipC12 quando imobilizada

por adsorcao hidrofébica em Accurel MP-1000.
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5.4.2 Bioimprinting combinado a imobilizagao por ligagao covalente

Foram aplicadas duas abordagens para a técnica de bioimprinting: o pré-
tratamento de LipC12 livre e o pds-tratamento de LipC12 imobilizada. Foram

utilizadas as fragdes purificadas e o extrato bruto de LipC12.

54.21 Bioimprinting utilizando a fracao purificada de LipC12
54.2.1.1 Pré-tratamento de LipC12 purificada imobilizada em Immobead
150-P

A retencéo de atividade apods o processo de imobilizacéo, R, e os valores
de atividade de hidrolise em meio organico observados apds o pré-tratamento
sdo mostrados na Tabela 9. Os valores de El foram de 100% para todas as
condigdes do pré-tratamento da fragao purificada, e os agentes de bioimprinting
mais efetivos foram AO5 com ativagao de 828%, seguidos por metanol, etanol e
n-heptano, com ativacao de 785%, 767% e 674%, respectivamente. Embora os
valores de R tenham sido menores do que 100%, todos os tratamentos
apresentaram valores superiores de retencdo em relacdo ao controle, que
apresentou um valor de R de apenas 7%. Os maiores valores de R foram obtidos
com AO5 (56%), metanol (53%), etanol (52%) e n-heptano (46%). Estes baixos
valores de R estdo relacionados ao fato de a imobilizag&o ocorrer por ligagdes
covalentes, que promovem o enrijecimento da proteina, causando perda de
atividade em relagao a enzima livre. Mesmo assim, o pré-tratamento de LipC12
com agentes de bioimprinting proporcionou ativacdao de LipC12 apds a

imobilizacdo em Immobead 150-P.
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Tabela 9: Parametros de imobilizacdo em Immobead 150-P e atividade de hidrélise
contra trioleina em meio organico de LipC12 apds o pré-tratamento com agentes
de bioimprinting.

Atividade em meio  Atividade em relagao

Condigdo R (%)* organico (U g) ao controle (%)
Controle® 7 310 100+ 0
AO1 35 160 £ 3 517 £ 2
AO5 56 257 £ 29 828 £ 11
CTAB 6 29 +1 94 +3
CTAB-t-butanol 30 136 £ 5 438 + 3
CTAB-AO1 14 66 £5 211+ 8
CTAB-AO5 14 66 £5 211+ 8
Metanol 53 243 £ 17 78517
Etanol 52 238 +6 767 £ 2
t-butanol 17 77 £1 248 + 1
n-heptano 46 209 + 33 674 £ 15
Tolueno 33 150 + 11 483 +7

Legenda: a: Retencéo da atividade (R) segundo 4.3.5; b: LipC12 imobilizada em Immobead 150-P
sem incubagdo; AO1: Acido oleico 29,4 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada; AOS5:
Acido oleico 147 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada; Eficiéncia de imobilizacdo (El):
100% para todos os tratamentos

Bioimprinting: pré-tratamento - 4 mL de solugdo de LipC12 em tampao Tris-HCI 50 mmol L', pH 7,5
e 1 mL de agente de bioimprinting, incubados a 4 °C, sob agitagao orbital de 150 rpm por 15 min.
Imobilizagado: 0,1 g de Immobead 150-P, 5 mL de solug¢édo de LipC12 em tampé&o Tris-HCI 50 mmol
L', pH 7,5, incubados a 4 °C, sob agitagdo orbital de 150 rpm por 6 h. Lavagem: (2x) 5 mL de t-
butanol, filtrados em papel filtro Whatman n °15 secagem em dessecador, 24 h.

Hidrolise em meio orgéanico: 4,7 mL de n-hexano, 70 mmol L trioleina, 2% (v/v) de dgua, 20 mg de
derivado imobilizado, 180 rpm, 40 °C. Teor de acidos graxos analisado pelo método de Lowry-
Tinsley.

54.2.1.2 Pds-tratamento de LipC12 purificada imobilizada em Immobead
150-P

LipC12 foi imobilizada em Immobead 150-P, sem o pré-tratamento, de
acordo com o procedimento descrito em 4.2.4.2, e os derivados imobilizados
foram tratados posteriormente a imobilizacdo com os mesmos agentes de
bioimprinting testados no pré-tratamento. Verificou-se (Tabela 10) que os
agentes de bioimprinting mais efetivos foram AO5 (1211%), seguido por etanol
(611%) e n-heptano (352%).
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Tabela 10: Atividade de hidrélise contra trioleina em meio organico dos derivados
imobilizados em Immobead 150-P apds o pods-tratamento com agentes de
bioimprinting

Condigéo Atividade em meio Atividade em relagao
organico (U g) ao controle (%)
Controle? 310 100+ 0
Controle mcybgdo 33492 106 + 6
em tampao
AO1 627 199 + 11
AO5 375 +40 1211 £ 10
CTAB 51+3 166 + 6
CTAB-t-butanol 84 +6 27116
CTAB-AO1 54 +4 174 + 7
CTAB-AO5 37 +£18 119 + 21
Metanol 92+2 297 £ 2
Etanol 189 £ 16 61118
t-butanol 58 £ 2 187 £ 4
n-heptano 109 + 13 352 +12
Tolueno 44 +1 142 £+ 3

Legenda: a: LipC12 imobilizada em Immobead 150-P sem incubacéo; b: LipC12 imobilizada em
Immobead 150-P incubada em meio de incubagao para bioimprinting, porém sem adi¢cao de agente
de bioimprinting; AO1: Acido oleico 29,4 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada; AO5:
Acido oleico 147 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada; Eficiéncia de imobilizagdo (El):
100% para todos os tratamentos

Imobilizagado: 0,1 g de Immobead 150-P, 5 mL de solug¢édo de LipC12 em tampé&o Tris-HCI 50 mmol
L', pH 7,5, incubados a 4 °C, sob agitac&o orbital de 150 rpm por 6 h.

Bioimprinting: poés-tratamento: 4 mL de solugdo tampao Tris-HCI 50 mmol L', pH 7,5 e 1 mL de
agente de bioimprinting, incubados a 4 °C, sob agitagéo orbital de 150 rpm por 15 min. Lavagem:
(2x) 5 mL de t-butanol, filtrados em papel filtro Whatman n °15 secagem em dessecador, 24 h.

Hidrolise em meio organico: 4,7 mL de n-hexano, 70 mmol L-! trioleina, 2% (v/v) de agua, 20 mg de
derivado imobilizado, 180 rpm, 40 °C. Teor de acidos graxos analisado pelo método de Lowry-
Tinsley.

Para verificagdo do efeito do meio aquoso no pés-tratamento dos
derivados imobilizados, LipC12 imobilizada foi submetida ao pos-tratamento com
0s mesmos agentes da Tabela 10, solubilizados ou misturados em n-hexano

como meio de bioimprinting.
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Tabela 11: Atividade de hidrélise contra trioleina em meio organico de LipC12
purificada imobilizada em Immobead 150-P com pés-tratamento por bioimprinting
em meio organico.

Condigéo Atividade em meio Ativacao em relagao
organico (U g) ao controle (%)
Controle? 31+1 100 £ 1
Controle mcuEado 49 + 3 158 + 7
n-hexano
AO1 38+9 122 + 22
AO5 56 + 2 1803
CTAB 812 27 £ 20
CTAB-t-butanol 4+ 1 14 + 11
CTAB-AO1 6+ 1 1919
CTAB-AO5 5+ 1 1719
Metanol 323 10338
Etanol 37+8 120 + 20
t-butanol 54 £ 1 175 £ 1
n-heptano 42 +3 135+ 6
Tolueno 385 124 £14

Legenda: a: LipC12 imobilizada em Immobead 150-P sem incubacéo; b: LipC12 imobilizada em
Immobead 150-P incubada em meio de incubagao para bioimprinting, porém sem adi¢cao de agente
de bioimprinting; AO1: Acido oleico 29,4 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada; AO5:
Acido oleico 147 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada; Eficiéncia de imobilizagdo (El):
100% para todos os tratamentos

Imobilizagado: 0,1 g de Immobead 150-P, 5 mL de solug¢édo de LipC12 em tampé&o Tris-HCI 50 mmol
L', pH 7,5, incubados a 4 °C, sob agitac&o orbital de 150 rpm por 6 h.

Bioimprinting: pos-tratamento: 4 mL de n-hexano e 1 mL de agente de bioimprinting, incubados a 4
°C, sob agitagao orbital de 150 rpm por 15 min. Lavagem: (2x) 5 mL de t-butanol, filtrados em papel
filtro Whatman n °15 secagem em dessecador, 24 h.

Hidrolise em meio organico: 4,7 mL de n-hexano, 70 mmol L-! trioleina, 2% (v/v) de agua, 20 mg de
derivado imobilizado, 180 rpm, 40 °C. Teor de acidos graxos analisado pelo método de Lowry-
Tinsley.

Verificou-se (Tabela 11) que a ativagdo em relagdo ao controle foi bem
menor do que os valores obtidos em meio aquoso, e, similarmente aos
resultados em meio aquoso, observou-se que os agentes de bioimprinting mais
efetivos foram AOS, com ativagcédo de 180%, seguido por t-butanol e n-heptano
com ativacao de 175% e 135%, respectivamente. Os solventes hidrofilicos
(etanol e metanol), por outro lado, ndo tiveram o mesmo efeito de ativacao,
provavelmente devido a sua insolubilidade no meio reacional contendo n-
hexano, que limitou o contato destes solventes com LipC12 imobilizada,
possivelmente devido a formacdo de um sistema bifasico entre o solvente

hidrofilico e o n-hexano.
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54.2.2 Bioimprinting utilizando o extrato bruto de LipC12

Com a obtencao de derivados imobilizados a partir do extrato purificado,
indicando aumento da atividade, optou-se por realizar os testes de bioimprinting
com imobilizagao a partir do extrato bruto (EB) de LipC12. Esta abordagem de
imobilizagao seletiva de LipC12 dispensaria as etapas de purificagdo da enzima,
diminuindo o tempo e o custo para obtencdo dos derivados imobilizados
(MADALOZZO et al., 2015). Destaca-se que o extrato bruto livre de células de
E. coli BL21(DE3) sem o plasmideo com a sequéncia da lipase LipC12 nao

apresentou atividade hidrolitica contra trioleina.

54.2.2.1 Pré-tratamento do extrato bruto de LipC12 imobilizada em
Immobead 150-P

O pré-tratamento do extrato bruto indicou que os agentes de
bioimprinting mais efetivos (Tabela 12) foram AO5, com ativagcdo de 935%,
seguido por n-heptano e tolueno, com ativacdo de 836% e 827%,
respectivamente. Todos os solventes hidrofilicos (etanol, metanol e t-butanol)
foram efetivos como agentes de pré-tratamento, com ativagbes variando de
719% a 748%.

Observou-se que o melhor agente de bioimprinting obtido até esta etapa
foi o AO5 (Acido oleico 147 nmol em t-butanol por 20 mg de extrato bruto).
Comparando-se os resultados obtidos nos pré-tratamentos da fracdo de LipC12
purificada com os do extrato bruto, observou-se uma maior atividade de LipC12
imobilizada em Immobead 150-P quando imobilizada no extrato bruto (290 U g
) quando comparada a LipC12 imobilizada da fragéo purificada (257 U g),
mostrando que se pode imobilizar LipC12 diretamente do extrato bruto e obter

um derivado imobilizado com alta atividade.
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Tabela 12: Parametros de imobilizacdo em Immobead 150-P e atividade de
hidrolise contra trioleina em meio orgéanico de LipC12 apds o pré-tratamento com
agentes de bioimprinting.

Atividade em meio Atividade em relagao

Condigdo R (%)* organico (U g) ao controle (%)
Controle® 7 31+0 100+ 0
AO1 18 66 £ 12 211+ 18
AO5 80 290 £ 35 935+ 12
CTAB 18 65+ 12 209 + 18
CTAB-t-butanol 22 80+13 257 + 15
CTAB-AO1 47 170 £ 12 548 +7
CTAB-AO5 24 86 12 276 £ 2
Metanol 63 227 + 8 7313
Etanol 64 232 1+ 24 748 £ 10
t-butanol 62 223 + 35 719 £ 15
n-heptano 72 259+ 10 8363
Tolueno 71 257 + 18 827 +7

Legenda: a: Retencdo (R) de atividade calculada segundo 4.3.6; Eficiéncia de imobilizagao (El):
100% para todos os tratamentos; b: LipC12 imobilizada em Immobead 150-P sem incubagao; AO1:
Acido oleico 29,4 nmol em t-butanol por 20 mg de proteina; AO5: Acido oleico 147 nmol em t-butanol
por 20 mg de proteina.

Bioimprinting: pré-tratamento: 4 mL de solugdo de LipC12 em tampao Tris-HCI 50 mmol L', pH 7,5
e 1 mL de agente de bioimprinting, incubados a 4 °C, sob agitagao orbital de 150 rpm por 15 min.
Imobilizagado: 0,1 g de Immobead 150-P, 5 mL de solug¢édo de LipC12 em tampé&o Tris-HCI 50 mmol
L', pH 7,5, incubados a 4 °C, sob agitagdo orbital de 150 rpm por 6 h. Lavagem: (2x) 5 mL de t-
butanol, filtrados em papel filtro Whatman n °15 secagem em dessecador, 24 h.

Hidrolise em meio orgéanico: 4,7 mL de n-hexano, 70 mmol L trioleina, 2% (v/v) de dgua, 20 mg de
derivado imobilizado, 180 rpm, 40 °C. Teor de acidos graxos analisado pelo método de Lowry-
Tinsley.

54.2.2.2 Pos-tratamento do extrato bruto de de LipC12 imobilizada em
Immobead 150-P

No pos-tratamento, os agentes de bioimprinting mais efetivos (Tabela
13) foram AO1 com ativagdo de 1355%, seguido por t-butanol e metanol, com
ativacao de 1216% e 1024%, respectivamente. Ressalta-se que a maior ativacao
foi obtida com AO1 (Acido oleico 29,4 nmol em t-butanol por 20 mg de extrato
bruto), ao contrario de experimentos anteriores, nos quais AO5 se mostrou mais
efetivo. E provavel que uma maior concentragdo de proteina no extrato bruto de
LipC12, no pré-tratamento, tenha requerido mais moléculas de acido oleico no
meio para haver moléculas suficientes para interagir com LipC12 e proporcionar

um efeito positivo na lipase
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Tabela 13: Atividade de hidrélise contra trioleina em meio organico dos derivados
imobilizados do EB em Immobead 150-P com pdés-tratamento com agentes de
bioimprinting.

Condigéo Atividade em meio Atividade em relagao
organico (U g) ao controle (%)
Controle? 31+0 100+ 0
Controle mcybfdo 140 + 2 452 + 1
em tampao
AO1 420 + 25 1355+ 6
AO5 286 + 58 922 + 20
CTAB 277 87 + 26
CTAB-t-butanol 73+12 235+ 16
CTAB-AO1 84 +12 271 £ 14
CTAB-AO5 84 12 269 £ 2
Metanol 317 £ 49 1024 + 15
Etanol 196 £ 33 630 £ 17
t-butanol 377 £ 36 1216 £ 9
n-heptano 2136 688 + 2
Tolueno 247 + 21 797 £ 8

Legenda: a: LipC12 imobilizada em Immobead 150-P sem incubacéo; b: LipC12 imobilizada em
Immobead 150-P incubada em meio de incubagéo para bioimprinting, porém sem adi¢cao de agente
de bioimprinting; AO1: Acido oleico 29,4 nmol em t-butanol por 20 mg de proteina; AO5: Acido oleico
147 nmol em t-butanol por 20 mg de proteina; Eficiéncia de imobilizagao (El): 100% para todos os
tratamentos

Imobilizagado: 0,1 g de Immobead 150-P, 5 mL de solug¢édo de LipC12 em tampé&o Tris-HCI 50 mmol
L', pH 7,5, incubados a 4 °C, sob agitag&o orbital de 150 rpm por 6 h.

Bioimprinting: poés-tratamento: 4 mL de solugdo tampao Tris-HCI 50 mmol L', pH 7,5 e 1 mL de
agente de bioimprinting, incubados a 4 °C, sob agitagéo orbital de 150 rpm por 15 min. Lavagem:
(2x) 5 mL de t-butanol, filtrados em papel filtro Whatman n °15 secagem em dessecador, 24 h.

Hidrolise em meio organico: 4,7 mL de n-hexano, 70 mmol L-! trioleina, 2% (v/v) de agua, 20 mg de
derivado imobilizado, 180 rpm, 40 °C. Teor de acidos graxos analisado pelo método de Lowry-
Tinsley.

55 CARACTERIZAGAO DOS DERIVADOS IMOBILIZADOS COM MAIOR
ATIVIDADE RELATIVA

Os derivados imobilizados que apresentaram a atividade de hidrélise
mais alta para cada um dos diferentes tratamentos de bioimprinting (Tabela 14)
foram caracterizados em relacao a atividade de esterificacdo. Destaca-se que, a
partir desta etapa, apenas as condi¢gdes que apresentaram algum aumento de
atividade relativa foram utilizadas, isto é, n&do foram utilizados derivados

imobilizados em Accurel MP-1000.
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Tabela 14: Resumo das melhores condi¢gdes para cada variagdo do processo de
bioimprinting

Agente de Atividade em relagio

Variagao do processo Fonte de LipC12 bioimprinting 30 respectivo controle (%)

Preé-tratamento Purificada AO5 828 + 11
Pds-tratamento (aquoso) Purificada AO5 1210+ 10
Pds-tratamento (organico) Purificada AO5 1793

Pre-tratamento Extrato bruto AO5 935+ 12

Pos-tratamento Extrato bruto AO1 1355+ 6

Legenda: AO1: Acido oleico 29,4 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada ou 20 mg de
proteina; AO5: Acido oleico 147 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12 purificada ou 20 mg de
proteina.

Hidrolise em meio organico: 4,7 mL de n-hexano, 70 mmol L-! trioleina, 2% (v/v) de agua, 20 mg de
derivado imobilizado, 180 rpm, 40 °C. Teor de acidos graxos analisado pelo método de Lowry-
Tinsley.

5.5.1 Determinacgao da atividade de esterificagao — reagao de sintese do oleato

de etila

A determinacéao da atividade de esterificagao (Figura 9) indicou que, em
todos os casos, houve aumento da atividade do derivado imobilizado tratado por
bioimprinting, em relagao ao respectivo controle.

Os valores de atividade de esterificacdo dos controles, correspondentes
a 100%, sao de 46,2 U g para LipC12 imobilizada a partir da fragdo purificada
e 84,2 U g’ LipC12 imobilizada a partir do extrato bruto. Os aumentos mais
expressivos foram obtidos com os tratamentos 4,6 e 7, correspondentes ao pos-
tratamento em meio organico com AO5 (312%, atividade de 144,5 U g'), ao pré-
tratamento de LipC12 imobilizada a partir do extrato bruto com AO5 (345%,
atividade de 290,3 U g'), e ao pds-tratamento de LipC12 imobilizada a partir do
extrato bruto com AO1 (307%, atividade de 258,8 U g').
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Figura 9: Atividade de esterificagdo de LipC12 imobilizada em Immobead 150-
P apos os tratamentos de bioimprinting.

Legenda: LipC12 imobilizada a partir da fragao purificada — 1 — Controle, sem tratamento (46,2
U g"); 2 - Pré-tratamento com AO5(Acido oleico 147 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12
purificada); 3 - Pés-tratamento com AO5(Acido oleico 147 nmol em t-butanol por 1 mg de LipC12
purificada); 4 - Pés-tratamento em meio organico com AO5; LipC12 imobilizada a partir do extrato
bruto — 5 - Controle, sem tratamento (84,2 U.g™"); 6 - Pré-tratamento com AO5 (Acido oleico 147
nmol em t-butanol por 20 mg de proteina); 7 - Pés-tratamento com AO1 (Acido oleico 29,4 nmol em
t-butanol por 20 mg de proteina).

Atividade de esterificagéo: 3,5 mL de solugdo de acido oleico 0,1 mol L', 1,44 mL de n-hexano, 61
pL de etanol absoluto, aproximadamente 150 mg de derivado imobilizado, 180 rpm, 40 °C. Teor de
acidos graxos residuais analisado pelo método de Lowry-Tinsley.

5.5.2 Estabilidade de LipC12 imobilizada com tratamento de bioimprinting apos

ciclos de reuso

O derivado imobilizado selecionado para os ensaios de reutilizagdo apos
ciclos de reacado, foi o que apresentou melhor resultado na atividade de
esterificacdo, ou seja, o imobilizado a partir do extrato bruto, pré-tratado com
AO5 (acido oleico 147 nmol em t-butanol por 20 mg de proteina), com 345% de
aumento em relagdo ao controle. Este mesmo derivado apresentou 935% de
aumento em relagdo ao controle no ensaio de atividade de hidrolise em meio
organico. Observou-se (Figura 10) que LipC12 imobilizada manteve sua

atividade apds 10 ciclos reacionais.
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Figura 10: Estabilidade ao reuso de LipC12 imobilizada a partir do extrato bruto
com pré-tratamento de bioimprinting em reagdes de hidrélise em meio organico.

Hidrélise em meio organico: 5 mL de n-hexano, 70 mmol L trioleina, 2% de agua, 20 mg de
derivado imobilizado, 180 rpm, 40 °C. Teor de acidos graxos residuais analisado pelo método de
Lowry-Tinsley.

Reuso: Filtragem do derivado imobilizado, lavagem com 5 mL de n-hexano (3x), secagem a
vacuo em dessecador sob vacuo por 24 h a 4 °C.

Mesmo a escolha tendo sido baseada em ensaios de atividade de
esterificacdo, optou-se realizar a verificacdo da atividade apds reuso por meio
de ensaios de atividade de hidrolise em meio organico, pelo fato de que nesta
analise, sdo adicionados 2% (v/v) de agua ao meio reacional. O bioimprinting
tende a perder seu efeito quando a quantidade de agua em contato com a lipase
aumenta, ao introduzir flexibilidade a molécula da lipase, permitindo que ela volte
a estrutura antes do bioimprinting (FORESTI et al., 2005). Assim sendo os
resultados obtidos sado indicativos ainda mais robustos da estabilidade e
eficiéncia da metodologia empregada, ja que os efeitos do bioimprinting em

LipC12 se mantiveram apoés os ciclos de reuso.
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a utilizacédo da
técnica de bioimprinting por pré-tratamento ou pdés-tratamento nao foi efetiva
quando foi utilizado um suporte hidrofébico e a imobilizagao por adsorgao. O pré-
tratamento de LipC12 livre (Figura 8) com os agentes de bioimprinting
hidrofdbicos possivelmente causaram interferéncia no processo de imobilizagao,
resultando em baixas eficiéncias de imobilizacdo. Por outro lado, o pods-
tratamento dos derivados imobilizados com os agentes de bioimprinting em meio
aquoso provavelmente causaram dessor¢ao da enzima do suporte, levando a
baixas atividades residuais. Trabalhos futuros podem explorar o pds-tratamento
em meio organico para evitar este problema, ja que outros autores verificaram
aumento de atividade de esterificagcdo para outras lipases imobilizadas em
suportes hidrofébicos, como descrito a seguir.

Su et al. (2014) imobilizaram a lipase de Rhizopus oryzae (ROL) em
resina hidrofébica macroporosa NKA, e verificaram aumento de 209% (113 U g
' do controle para 350 U g' com bioimprinting por acido laurico, simultédneo a
imobilizagdo) na atividade de esterificacdo de ROL, usando o destilado
desodorizado do 6leo de colza e etanol. Além disso, os autores nao verificaram
interferéncia dos agentes de bioimprinting na eficiéncia de imobilizacdo, em
relacdo ao controle, que foi de 95% para carga de 40 mg de ROL para 300 mg
de resina NKA.

Utilizando o mesmo suporte (resina NKA), Liu et al. (2011) imobilizaram
a lipase de Burkholderia cepacia com preé-tratamento com acido laurico em |-
propanol, com eficiéncia de imobilizacdo de 85,67% obtendo aumento ne
atividade especifica de 21,7 vezes, frente a esterificagao do acido oleico e etanol,
em relagdo a lipase livre sem qualquer tratamento. Os autores atribuem o
aumento da atividade a formagdo de um complexo enzima-suporte com uma
conformacao aberta adequada, porém, em comparacdo com o controle, os
parametros de imobilizagao, que incluem a eficiéncia de imobilizagao, atividade
especifica e recuperacdo da atividade da lipase, ndo mostraram aumentos
significativos.

Yan et al. (2009) conduziram o pré-tratamento da lipase de Geotrichum

sp. utilizando estratégia combinada de bioimprinting por acido oleico, metanol e
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t-butanol, ajuste de pH, utilizacdo de KCI como lioprotetor e revestimento por
lecitina, para em seguida imobilizar em resina NKA e liofilizar. Verificou-se
aumento na atividade de esterificacdo de 18,4 vezes em relagdo ao controle
(enzima imobilizada sem qualquer tratamento), utilizando acido oleico com
metanol. Os autores concluiram que a estabilidade operacional da lipase pode
ser aumentada através de estratégias combinadas (bioimprinting, ajuste de pH,
lioprotetores e revestimento com lecitina), porém, com diminuicdo na eficiéncia
de imobilizagdo, ja que o suporte pode adsorver também essas moléculas.

Liu et al. (2013) imobilizaram a lipase de Yarrowia lipolytica (YLL) em
resina hidrofébica D4020 apos pré-tratamento de YLL com (R)-2-octanol e Triton
X-100 dissolvidos em isopropanol, obtendo-se um aumento da atividade de
esterificacdo, usando alcool vinilico com acetaldeido, de 40 para 354 pmol g min-
1,8,85 vezes em relagdo ao controle sem tratamento.

Foresti et al. (2005) imobilizaram a lipase de Candida rugosa em pé de
polipropileno e a submeteram ao bioimprinting com mistura comercial de acidos
graxos (C14: 1,6%, C14: 11,9%, C16: 5,7%, Cie: 111,7%, C1s: 179,1% - g%)
dissolvidos em etanol, obtendo aumento de 68% na atividade de esterificacdo
quando comparada a lipase imobilizada nao tratada. Concluiu-se que a
solubilidade, comprimento da cadeia de hidrocarbonetos, assim como a posicao
da dupla ligacao do acido graxo usado como composto molde influenciaram no
processo de bioimprinting. Também se verificou que o teor de agua (20% de
tampéao pH 7) do meio reacional ndo reverteu o bioimprinting obtido, embora o
aumento da atividade devido ao bioimprinting tenha sido 2,6 vezes maior na
auséncia de agua.

Por outro lado, os resultados obtidos com a imobilizagao de LipC12 por
ligacdo covalente em Immobead 150-P em conjunto com a técnica de
bioimprinting, tanto como pré-tratamento quanto pos-tratamento, se mostraram
efetivos (Tabela 14). Constatou-se que, dentre os agentes testados, o acido
oleico solubilizado em t-butanol foi o agente de bioimprinting que proporcionou
maior ativacdo de LipC12 imobilizada em todas as formas de bioimprinting
testadas, seja como pré ou pés-tratamento, com LipC12 imobilizada a partir da
fracao purificada ou a partir do extrato bruto. Comparativamente, neste ultimo
tipo de tratamento, os melhores resultados de ativacao de LipC12 foram obtidos

com o pos-tratamento de LipC12 imobilizada a partir do extrato bruto com AO1,
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(solugado de acido oleico dissolvido em t-butanol, 29,4 nmol por 20 mg de
proteina), no qual a ativagdo da enzima foi de 1355% em relagéo ao controle.
Altos valores de ativagdo (1210%) também foram obtidos quando LipC12 foi
imobilizada a partir da fragao purificada.

Ressalta-se ainda a ativacdo de LipC12 imobilizada a partir do extrato
bruto com pos-tratamento com um solvente tipicamente desnaturante e inibidor
de lipases, como o metanol, para o qual foi obtida uma ativagéo de 1024%. Estes
tipos de tratamento podem propiciar a utilizacdo de LipC12 imobilizada em
Immobead 150-P em processos que utilizam solventes polares, particularmente
o metanol e o etanol, em meios reacionais com altas concentragdes de solventes
(meios livres de solventes) para sintese de produtos de interesse industrial, como
biodiesel, biolubrificantes e bioplasticos, abrindo possibilidades de estudos em

trabalhos futuros.
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O aumento da atividade catalitica de LipC12, no pré ou pés-tratamento
provavelmente ocorreu devido ao fato de a lipase ou o derivado imobilizado ter
sido tratado com um produto da reagao de hidrélise, aumentando a seletividade
da enzima para a reacao utilizando substratos estruturalmente similares,
sugerindo que a mudanga conformacional preferencial sofrida pela lipase na
regidao do tunel catalitico € induzida pelo acido oleico, similar ao descrito por
Diaz-Vidal et al. (2019) e Koter e Ceynowa (2003). Além disso, a combinagao do
alcool t-butilico e o acido oleico pode ter favorecido a ocorréncia das interagdes
com a regido hidrofobica do dominio lid, favorecendo a abertura da Iid,
provocando, consequentemente, a ativagao da lipase.

Uma observacgéao pertinente aplicavel as alteragdes sofridas pela lipase
LipC12 é relativa aos resultados do pés-tratamento, que produziu maior ativagao
da lipase. Isto pode ter ocorrido porque, em meio aquoso, durante a imobilizacao,
que devido, a lipase majoritariamente encontrava-se na conformacao fechada e,
nesta conformacéo, foi imobilizada. O processo de bioimprinting, seguido pela
lavagem do derivado imobilizado tratado com t-butanol, provavelmente
promoveu a abertura da /id, ativando a lipase imobilizada.

Sanchez et al. (2021) utilizaram extrato bruto de LipC12 imobilizada em
Immobead 150-P na hidrélise do 6leo de soja em n-heptano (agua:éleo, 10:1).
Nao foi observado aumento efetivo na atividade em relagao ao controle (apenas
LipC12 imobilizada) apds o bioimprinting simultaneo a imobilizagao por acido
oleico do extrato bruto de LipC12 (na razdo de 30 pymol de acido oleico para 100
mg de extrato bruto liofilizado). Por outro lado, a imobilizagdo da lipase de
Burkholderia cepacia em nanoparticulas magnéticas de celulose modificadas por
dendrimeros de melamina-glutaraldeido, e bioimprinting como pos-tratamento
por acetato de vinila puro e em mistura com outros agentes conduzida por Li et
al. (2018) indicou que o bioimprinting usando acetato de vinila diminuiu o tempo
da reacao de transesterificagao entre (R,S)-1-feniletanol e acetato de vinila em
n-heptano em relagao ao controle de 3 h para 20 min.

Em relacdo aos resultados da atividade de esterificacdo de LipC12
imobilizada em conjunto com bioimprinting (Figura 9), o melhor resultado para o
derivado obtido a partir da fragao purificada foi o pos-tratamento com AO5
realizado em n-hexano, com aumento de 312% (3,1 vezes) na atividade de

esterificacdo em relacdo ao controle. Para o derivado obtido a partir do extrato
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bruto, o pré-tratamento com AO5 mostrou um aumento de 344% (3,4 vezes) em
relagdo ao controle

Tais valores de ativagcao sao excelentes quando comparados a outros
estudos que também utilizaram acido oleico como agente de bioimprinting.
Sanchez et al. (2021), verificaram o aumento de 17% na conversédo do acido
oleico em éster (para a sintese do oleato de pentila) utilizando LipC12
imobilizada em Immobead 150-P a partir do extrato bruto, com bioimprinting
realizado simultaneamente a imobilizagao utilizando 30 umol de acido oleico por
100 mg de extrato bruto

Li et al. (2018) imobilizaram covalentemente a lipase de Burkholderia
cepacia em nanoparticulas magnéticas modificadas por dendrimeros de
melamina-glutaraldeido, com bioimprinting por acetato de vinila puro e em
mistura com outros agentes como pos-tratamento. Verificou-se aumento de 10%
na atividade da enzima imobilizada, utilizando a transesterificagao entre (R,S)-1-
feniletanol o acetato de vinila em n-heptano .em relagao ao controle.

A lipase de Pseudomonas sp. foi imobilizada por ligacdo covalente em
membrana bifuncional de poliamida por Koter e Ceynowa (2003), com pré-
tratamento por bioimprinting utilizando como agente o (1R, 2S)-(S)-trans-2-fenil-
1-ciclohexanol, um produto da reacao de transesterificacdo do acetato de vinila
com (R,S)-trans-2-fenil-ciclohexanol. Os autores avaliaram o excesso
enantiomérico (eep) dos produtos, e constataram que a lipase imobilizada com
bioimprinting resultou em ee, acima de 98%, enquanto na condigao controle
alcancava-se somente 80%.

Outros autores avaliaram por atividade de esterificagdo outras lipases
em variagoes do tratamento de bioimprinting com diferentes técnicas e suportes.
Diaz-Vidal et al. (2019) observaram aumento de 160% na atividade catalitica de
CLEAs de CALB na reagao de sintese do Olvanil (N-vaniloleamida), utilizando o
préprio produto como agente de bioimprinting. Hilal et al. (2004) obtiveram
derivado imobilizado a partir da adsorgédo de CLEAs da lipase de Candida rugosa
(CRL) a uma membrana de politetrafluoretileno (PTFE), que foi aplicada na
esterificacdo do acido oleico com n-butanol, resultando em aumento de até 4%
de atividade. CRL imobilizada em polipropileno em pd apresentou aumento de
68% na atividade de esterificacéo utilizando a sintese do oleato de etila (Foresti
et al., 2005). Yan et al. (2009) observaram aumento de 1840% (18,4 vezes) na
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atividade da enzima para a reacgao de esterificagao do acido oleico com metanol
pela lipase de Geotrichum sp. adsorvida em resina macroporosa NKA.

Os resultados deste trabalho mostram que o aumento percentual da
atividade de esterificacdo de derivados imobilizados de LipC12 em relagdo ao
respectivo controle foi maior que o observado na maioria dos outros trabalhos
publicados. No processo de bioimprinting, a substituicho da secagem por
liofilizacao por filtragem e lavagem do derivado imobilizado com solvente
organico na etapa de remocéo dos agentes de bioimprinting pode ter evitado
desnaturacao de LipC12. A utilizagdo do t-butanol, um alcool terciario sem efeitos
inibitérios para a lipase, para a etapa de lavagem e para solubilizagdo do acido

oleico podem ter contribuido no aumento de atividade de LipC12 imobilizada.
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7 CONCLUSOES

Neste trabalho, foram desenvolvidas estratégias de bioimprinting aliadas
a processos de imobilizagao — por adsorgao e por ligagao covalente - tendo sido
atingidos os melhores resultados de melhoramento da atividade da lipase LipC12
imobilizada por ligagédo covalente.

Os resultados deste trabalho mostraram que:

(I) Ensaios com LipC12 livre
> Os agentes de bioimprinting que proporcionaram maior ativagado a
LipC12 livre foram CTAB-t-butanol seguido das misturas CTAB-acido

oleico, na razdo de 1:1 e 1:5 (lipase: acido oleico).

(Il) Ensaios com imobilizagado de LipC12 por adsorc¢ao hidrofébica em Accurel
MP-1000
» O processo de imobilizagdo de LipC12 por adsor¢cdo em Accurel MP-
1000 somado ao bioimprinting, tanto no pré-tratamento quanto no pos-
tratamento, nao foi efetivo para aumentar a atividade da lipase

imobilizada.

» No pré-tratamento, houve interferéncia dos agentes de bioimprinting no
processo de imobilizacdo, causando diminuicdo da eficiéncia de

imobilizacao.

» No pos-tratamento, houve diminuicdo da atividade de LipC12
imobilizada, possivelmente devido a lixiviacdo da lipase nos tratamentos

em meio aquoso.

(Il) Ensaios com imobilizagdo de LipC12 por ligagado covalente em Immobead
150-P

> Na imobilizacao de LipC12 por ligagao covalente em Immobead 150-P,
utilizando LipC12 purificada, o bioimprinting aplicado tanto no pré-

tratamento como no pds-tratamento nao interferiu na eficiéncia de
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imobilizagdo, que apresentou valores de 100% para todas as condi¢des

estudadas.

Para a imobilizacdo conduzida a partir de LipC12 purificada, houve
ativacao da enzima imobilizada, sendo que o agente de bioimprinting que
proporcionou os maiores valores foi o acido oleico dissolvido em -
butanol, na razéo de 1:5 (lipase:acido oleico), com aumento de 828% no
pré-tratamento, 1210% no poés-tratamento e de 179% no pés-tratamento

realizado em meio organico.

Para a imobilizagao conduzida a partir do extrato bruto de LipC12, o
acido oleico dissolvido em t-butanol também foi o melhor agente de
bioimprinting, com o maior valor de ativagao (1355%) obtido com o pos-
tratamento de LipC12 imobilizada, com incubacéo utilizando solugéo de
acido oleico dissolvido em t-butanol (147 nmol por 20 mg de proteina),
seguido do pré-tratamento, com incubagéo utilizando solugdo de acido
oleico dissolvido em t-butanol (29,4 nmol por 20 mg de proteina), com
ativacao de 935%.

LipC12 imobilizada com os tratamentos de bioimprinting apresentou
aumento da atividade de esterificagcdo em relagao ao controle, com os
maiores valores obtidos para LipC12 imobilizada a partir do extrato bruto
e com pré-tratamento utilizando solugao de acido oleico dissolvido em t-
butanol (147 nmol por 20 mg de proteina), com 344% de aumento de
atividade, seguido pelo pds-tratamento, na mesma condigao, de LipC12

imobilizada a partir da fragéo purificada (312%).

LipC12 imobilizada a partir do extrato bruto, pré-tratada utilizando
solugao de acido oleico dissolvido em t-butanol (147 nmol por 20 mg de
proteina), foi estavel apds 10 ciclos de reuso em reagdes de hidrélise em

meio organico, mantendo 100% de sua atividade inicial.

Em todos os casos, houve aumento de atividade de esterificagcdo de

LipC12 imobilizada com aplicacdo de bioimprinting. O derivado
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imobilizado obtido a partir da fragao purificada que apresentou maior
aumento de atividade foi o produzido com pds-tratamento em meio
organico utilizando solugédo de acido oleico dissolvido em t-butanol (147
nmol por 1 mg de proteina), com 312% de aumento (atividade de 144,5

U g), equivalente a 3,1 vezes o valor do controle.

LipC12 imobilizada a partir do extrato bruto com maior aumento da
atividade de esterificacdo foi a pré-tratada utilizando solucédo de acido
oleico dissolvido em t-butanol (147 nmol por 20 mg de proteina), com
344% de aumento (atividade de 290,3 U g'), equivalente 3,4 vezes o

valor do controle.



84

8 PERSPECTIVAS

A estratégia de aplicagdo da técnica de bioimprinting em conjunto aos
processos de imobilizagdo por ligagdo covalente se mostraram promissores,
abrindo perspectivas para a aplicagdes em outros processos cataliticos

Sao sugestdes para trabalhos futuros:

» Otimizar as concentragbes dos agentes de bioimprinting, puros ou em

misturas por meio de planejamento fatorial,

» Utilizar técnicas de bioimprinting visando aplicacdo em reagdes de
interesterificacdo seletiva para obtencdo de lipidios estruturados ou
outros ésteres de interesse comercial como, por exemplo, ésteres de

aromas, antioxidantes e flavonoides;

» Utilizagdo da técnica de bioimprinting direcionada a reacdes de
resolucao cinética de diferentes substratos para obtencao de farmacos
opticamente puros ou intermediarios de sintese, que sdo de grande

demanda na industria farmacéutica.

» Aplicar as técnicas de bioimprinting na imobilizacdo de LipC12 e de

outras lipases em diferentes suportes.

» Estudar a aplicacao de LipC12 imobilizada com os melhores tratamentos
de bioimprinting em processos que requeiram altas concentragcdes de
solventes hidrofilicos, como em sistemas livres de solventes, para a

sintese de biodiesel, biolubrificantes e bioplasticos.

» Estudar o bioimpriting por pos-tratamento em meio organico, combinado

a imobilizagao por adsor¢cao em Accurel MP-1000.
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