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APRESENTACAO

Avancos Cientificos e Tecnoldgicos em Bioprocessos € uma obra que reune
vinte e trés capitulos com temas em pesquisas cientificas realizadas no campo da
biotecnologia, e que envolve agentes bioldgicos e bioquimicos na geracéo de produtos
ou processos. Nesta obra se concentram diversos avangos descritos nas metodologias
e nos resultados, distribuidos em quatro tdpicos principais, envolvendo: processos
quimicos e biotecnolégicos no aproveitamento de residuos; producédo de metabdlitos
e enzimas; métodos analiticos e de simulacéo; e biotratamentos envolvidos na
geracao de energias. Esta obra foi escrita por jovens pesquisadores brasileiros que
estdo desenvolvendo suas teses e/ou dissertacdes em instituicdes nacionais. Por este
motivo, os aspectos inovadores e o alcance dos resultados apresentados podem ser
um grande estimulo para aqueles que visam conhecer com maior amplitude alguns
dos aspectos biotecnologicos estudados em algumas das instituicdes de nosso pais.

Alberdan Silva Santos
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RESUMO: As enzimas sao proteinas que
catalisam o0s processos quimicos mais
complexos, porém, atuam diferente de alguns
catalisadores quimicos, sob as condi¢des
experimentais brandas. Apesar das excelentes
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perspectivas que apresentam as enzimas
como catalisadores, sua aplicacdo industrial
nao é tdo imediata, devido ao seu alto custo
e a estabilidade de uma enzima depender
de uma série de fatores que limitam sua
utilizacdo em escala industrial. Portanto, um
dos grandes desafios nas ultimas décadas
€ 0 uso de conceitos relativos a utilizacéo de
diferentes formas nos métodos de imobilizacao
e estabilizacdo da enzima (adsorgao, ligacao
covalente, encapsulacgao, ligacéo cruzada, entre
outros) procurando aumentar a estabilidade
do biocatalisador. Sendo assim, este capitulo
trata-se de um referencial tedrico a cerca
dos principais conceitos e alguns resultados
encontrados por diversos autores sobre
métodos de imobilizacdo para estabiliacdo de
enzimas.

PALAVRAS-CHAVES: Imobilizacao,
estabilizacao, enzimas.

ABSTRACT: Enzymes are proteins that
catalyze more complex chemical processes,
but different from some chemical catalysts
under the mild experimental conditions. In
spite of the excellent perspectives presented
by the enzymes as catalysts, their industrial
application is not so immediate due to its high
cost and the operational stability of an enzyme
depend on a series of factors that limit its use on
an industrial scale. Therefore, one of the great
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challenges in the last decades is the use of concepts related to the use of different forms
in the enzyme immobilization methods (adsorption, covalent bonding, encapsulation,
crosslinking, among others), in order to increase the stability of the biocatalyst. Thus,
this chapter deals with a theoretical reference to the main concepts and some results
found by several authors on methods of immobilization for enzyme stabilization.
KEYWORDS: Immobilization, estabilization, enzymes.

11 INTRODUCAO

As enzimas sao proteinas capazes de catalisar 0s processos quimicos mais
complexos sob condi¢des experimentais brandas. Desta forma, podem ser excelentes
catalisadores para a obtencdo de produtos quimicos muito mais sustentaveis.
Do ponto de vista técnico, as enzimas apresentam diversas caracteristicas que as
tornam interessantes para a industria, tais como: alta especificidade, capacidade de
atuacédo em condi¢des suaves (temperaturas moderadas e pressao atmosférica) e ndo
causam danos ao meio ambiente, sendo por isso consideradas como “catalisadores
ecologicamente corretos” (GUISAN, 2006).

A ampliagcdo ou aumento de escala para uma producgao catalisada por enzimas
em processos industriais nas mais diversas aplicacdes, algumas vezes se tornam
inviaveis, e este fato se deve a alguns fatores que influenciam cada tipo de sistema
imobilizado (enzima-suporte) como, por exemplo: o alto custo da maioria das enzimas
comerciais, muitas vezes a baixa atividade catalitica, a dificuldade na separacao do
produto do meio reacional e o principal, baixa estabilidade dentre elas a operacional
gue visa a reutilizacdo do mesmo biocatalisador em diversas reacbes (BARBOSA et
al., 2014; RODRIGUES et al., 2016; ASMAT et al., 2017). Porém, ainda que atingida a
alta eficiéncia da atividade catalitica das enzimas alguns fatores como o custo limitam
a utilizacéo das mesmas em processos de larga escala (ZARCULA et al., 2009; ZHAO
et al., 2015).

Surge entdo a necessidade de estratégias com a finalidade de diminuir estes
obstaculos, como por exemplo, a imobilizacdo de enzimas através de diferentes
técnicas e diferentes suportes. E dessa forma conseguir o objetivo de obter a
melhora na estabilidade do biocatalisador, separacé&o dos produtos do meio reacional
com maior facilidade, além de melhorar a eficiéncia catalitica da enzima (WANG &
HSIEH, 2008; ASGHER et al., 2014; BRITO et al., 2017). A definicdo mais aceita para
enzimas imobilizadas é a recomendada pela Primeira Conferéncia sobre Engenharia
Enzimatica, realizada em 1971, que estabelece que “enzimas imobilizadas sao
enzimas ou sistemas enzimaticos fisicamente confinados ou localizados em uma certa
regiao definida do espago com retencéo de suas atividades cataliticas, e que podem
ser usadas repetida e continuamente” (KENNEDY e CABRAL, 1987).

A imobilizacdo de enzimas & uma técnica cuja finalidade é estabilizar as
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biomoléculas através de sua fixagdo por meios quimicos (estabelecido, de no minimo,
uma ligagéo covalente entre um grupo funcional do suporte e os residuos terminais
de uma enzima, ou entre duas ou mais ligagcdes das moléculas de enzima) e fisicos
(que né@o envolve nenhum tipo de ligacdo quimica, somente forcas fisicas) em
suportes insollveis inertes ao meio reacional (ZHAO et al., 2015). Dependendo do pH,
temperatura ou adicdo de reagentes quimicos, as enzimas podem ser imobilizadas
em alguns polimeros soluveis ou insoluveis, mas normalmente sdo utilizadas matrizes
solidas e insoltveis como silica e/ou suportes hibridos (MONDAL et al., 2006; SIMOES
et al., 2011). Assim, enzimas imobilizadas sao aquelas que estdo confinadas em um
espaco e separadas por barreira, que em uma reagao permite a interacao entre a
enzima e o substrato, mas que as tornam, em qualquer meio, pouco soluveis (PAIVA
et al.,, 2000; GIRELLI e MATTEI, 2005).

2| METODOS DE IMOBILIZACAO

A escolha criteriosa de uma estratégia de imobilizacdo de enzimas (Figura 1) &
baseado na eficacia dautilizagcdo da enzima, os custos do procedimento de imobilizacéo,
a toxicidade dos reagentes de imobilizagcao e as propriedades finais desejadas do
biocatalisador imobilizado (KHARRAT et al., 2011). Por esse motivo a avaliacdo da
caracterizacao fisico-quimica aliada a caracterizacdo bioquimica destes sistemas
imobilizados se intensificou na ultima década. Os biocatalisadores imobilizados em
suportes inorgéanicos ja foram estudados por diversos grupos (BARBOSA et al. 2014;
OLIVEIRA et al., 2014; BARBOSA et al. 2016), mas poucos relatam a imobilizacdo em
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Técnicas para imobilizacio de enzimas I

Ligacdono Ligacdo Encapsulacio
Suporte Cruzada
Adsorcio Ligacio por Ligacio Reticulagio Microencapsulacio
Fisica Afinidade Covalente ou Fibras

i3] R 3
_i‘ b“ u "' W : ‘ s..
Tant = A
asfa
Ligacdo Ligacio Ligacido [4 'l
Iénica Metilica || Dissulfidica ’Z': 3
af &%

W ¥
‘-‘“t‘ NI
@ <@

= y
Tan® At hae

Figura 1 - Diversas técnicas para imobilizacao de enzimas (Adaptado de ZHAO et al., 2015).
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O processo de imobilizagdo envolve diversas variaveis, como tempo e
temperatura da reacado, natureza do catalisador, concentracdo de reagentes, entre
outros. Estas variaveis determinam as caracteristicas finais dos sistemas, incluindo a
porcentagem de hidrélise e condensacao de grupos reativos, densidade de reticulacéo
e homogeneidade do produto (CARVALHO et al., 2015). As lipases, por exemplo, possui
um sitio ativo coberto por uma regiao flexivel chamada de tampa ou “/id” e a interacéo
com uma superficie hidrofébica do suporte durante a imobilizagcdo desloca a tampa
para uma conformacao aberta que torna o sitio ativo mais acessivel pelo substrato
e assim provoca o aumento da atividade catalitica do biocatalisador imobilizado
(KALANTARI et al., 2017). Para o uso de residuos agricolas ou agroindustriais nos
processos de imobilizacao, tem-se utilizado a imobilizacao multipontual de lipases,
lacases e leveduras conforme descrito na literatura (BRIGIDA et al., 2008; MENDES
etal., 2013; ALMEIDA et al., 2017). E também outros métodos de imobilizagcdo como a
adsorcéo fisica de lacase, B-fructofuranosidase para diversas aplicagcbes (MUSSATO
et al, 2009). O uso de uma variedade de métodos de imobilizagdo (adsorcéo fisica,
ligacdo covalente, encapsulacao e ligacdo cruzada) em todos os casos, permite o
controle de interacdo entre a enzima e o suporte e aumenta as possibilidades de
sucesso, resultando em maior aplicabilidade e economia nos processos industriais.

2.1 Adsorcao Fisica

O método fisico para a imobilizagdo de enzimas, a adsorcéo, € uma das técnicas
mais utilizadas na obtencdo de biocatalisadores insolUveis por ser considerado um
processo simples, menos dispendioso por conseguir manter a atividade catalitica
elevada e apresentar um maior potencial comercial para alguns tipos de sistemas
imobilizados (KHARRAT et. al., 2011). Na adsorcé&o as enzimas séo ligadas a matriz
através de ligacdes de hidrogénio, forcas de Van der Waals ou interagdes hidrofébicas
ou ibnicas. A adsor¢cdo quando comparada a outros métodos de imobilizacdo oferece
algumas vantagens que devem ser consideradas, como: facilidade de no processo
de imobilizagdo, a auséncia de modificacdo quimica e ainda assim o aumento da
estabilidade do biocatalisador (CRISTOVAO et al., 2011).

A imobilizagdo nesse método ocorre quando ha o contato da enzima com o
suporte (Figura 2) nas condicbes de pH e forgcas i6nicas adequadas (ZHAO et al.,
2017). A disténcia entre as moléculas de enzimas imobilizadas é muito importante
e deve ser determinada principalmente pela diferenca entre taxa de imobilizacéo e
taxa de difusédo e pelo carregamento de suporte (FERNANDEZ-LOPEZ et. al., 2017).
Quando relacionado com as outras técnicas, a adsorcéo pode possuir maior potencial,
pois oferece a capacidade de reutilizagcdo de suportes, principalmente aqueles de
maior valor, pois os tipos de ligagdes enzima/suporte s&o reversiveis e assim a enzima
imobilizada pode ser removida quando por algum motivo se torna inativa (ARICA e
BAYRAMOGLU, 2004).
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Figura 2 - Imobilizagéo por adsorcao fisica (Adaptado de ZHAO et al., 2017).

Os suportes utilizados nessa técnica podem ser de origem orgéanica
(lignocelulésicos, DOWEX) ou de origem inorganica (celite, bentonita, alumina e silica)
ou suportes hibridos (SIMOES et al., 2011). Imobilizar uma enzima por esse método
requer uma interacéo eletrostatica entre a enzima e o suporte, para que a enzima néo
seja lixiviada até mesmo durante as etapas do processo de imobilizacdo (KHARRAT
et. al., 2011).

O método baseado na adsorc¢ao fisica da enzima sobre a superficie de suportes
insoluveis em agua provoca pouca ou nenhuma alteracdo conformacional da enzima
ou destruicéo de seu sitio ativo (ZIVKOVIC et al., 2015). Porém, como o resultado da
forca fraca da ligacéo entre a enzima e o suporte, este método tem uma desvantagem,
pois durante o uso repetido ha a lixiviagdo das enzimas adsorvidas do suporte,
diminuindo a estabilidade operacional (ZIVKOVIC et al., 2015). Além disso, as enzimas
séo altamente dependentes das condigbes do pH, temperatura, substrato e solvente,
podendo ser facilmente dessorvidas com qualquer alteracdo desses parametros.

Os suportes porosos utilizados para imobilizacéo de lipase geralmente utilizam a
técnica de adsorcéo fisica e € uma das maneiras mais empregadas em operacdes de
larga escala através de leito fixo continuo e reatores de tanque agitado (FORESTI e
FERREIRA, 2007; KANG et. al., 2007). A imobilizacao de enzimas em suporte poroso
acontece através da incorporacdo da enzima nos poros de suporte, seguida de sua
fixacdo na parede porosa (FERNANDEZ-LOPEZ et. al., 2017). Quando uma lipase
€ adsorvida em um suporte hidrofébico, sua estrutura é modificada e seu sitio ativo
€ totalmente exposto (conformacéo aberta) com o mecanismo de agcédo, chamado de
ativacao interfacial, possibilitando uma melhora significativa na catalise (MANOEL et
al., 2015). A hiperativacao da lipase de Pseudomonas flourescens (PF) imobilizada em
microparticulas magnéticas de silica funcionalizadas com grupos octis, que as tornam
mais hidrofobicas, foi previamente relatada em trabalhos desenvolvidos por KOPP et
al. (2015).

Em outros trabalhos foram relatados o uso de varios tipos suportes para a
imobilizacdo por adsorcéo fisica, dentre eles suportes organicos: como sabugo de
milho para a adsorcéo de lipase de Burkholderia cepacia (RUZENE et al., 2014) e fibra
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de coco verde para a imobilizagdo de lacase (CRISTOVAO et al., 2011) e os suportes
inorganicos como: resina macroporosa para imobilizacéo de liapse de Candida sp. (99-
125 lipase) (GAO et. al., 2009), polietileno agarose (TORRES et. al., 2006), esferas de
polipropileno revestido por vidro (FORESTI E FERREIRA, 2007), entre outros.

2.2 Ligacao Covalente

A imobilizacdo por ligagdo covalente em suportes insoluveis € outro método de
imobilizacdo de enzimas muito importante para o melhoramento e estabilizagao de
enzimas, além de permitir uma facil recuperacdo e consequentemente uma melhor
estabilidade operacional (HOU et al.,, 2015). Dentre os métodos de imobilizacdo a
ligacdo covalente de uma enzima a um suporte é talvez o método mais significante,
porém técnicas e ferramentas de imobilizacéo efetivas exigem uma maior exploracéo
(ASMAT et al., 2017). Nesta técnica a enzima é ligada ao suporte inerte mediante
ligacdes quimicas covalentes, que séo estabelecidas entre 0s grupos primarios amino
e o anel fendlico de alguns aminoacidos constituintes da enzima com os grupos reativos
do suporte, formando assim o braco espacador (DALLA-VECCHIA et. al., 2004).
Os grupos quimicos existentes na enzima interagem através de ligagbes cruzadas
com 0s grupos quimicos do suporte insoluvel, através da modificacdo da superficie
do suporte utilizando agentes multifuncionais (HOMAEI et al., 2013; ATACAN et al.,
2017) e muitas vezes envolvem trés passos: a ativacdo do suporte, a modificacéo da
superficie ativada e a imobilizacao da enzima (IDRIS & BUKHARI, 2012).

A depender da natureza dos grupos ativos do suporte, da reatividade e estado
de protonac&o dos mesmos, pode ocorrer a interagdo com 0s grupos da enzima, entre
0s quais, 0s que mais se ligam s&o os grupos quimicos —SH, -OH, e —NH, (VAIDYA et
al., 2008). A enzima imobilizada por esse método, por possuir uma ligagdo mais forte
guando comparada a ligacao existente na adsor¢cao, € mais estavel, pois sua ligacao é
irreversivel e ndo se desprende do suporte em presencga do substrato ou de solug¢des
de alta concentracao i6nica (CASTRO et. al., 2008).

Osgrupos aminos nasuperficie das enzimastratados com agentes que possibilitam
a formacéo de ligacdo cruzada, tais como glutaraldeido, na presenca de um agente
precipitante permite uma imobilizagdo devido a preparacéo de agregados de enzimas
por ligacéo cruzada (CLEAs) que séo indicados como biocatalisadores imobilizados
eficientes, mesmo em escala industrial (BOROS et al., 2013). O glutaraldeido possui
grupos funcionais em uma extremidade da molécula que se ligam a enzima e na outra
extremidade grupos que se ligam ao suporte. Por possuir esta estrutura, ele se torna
uma das moléculas que podem ser utilizadas como brago espagcador em imobilizagdes
por ligacbes covalentes (MATEO et al., 2007). Este agente modifica grupos aminos
primario das proteinas, embora possa eventualmente reagir com outros grupos como
os tidis, fendis, imidazélios (BARBOSA et al., 2012).

O revestimento de um suporte com uma mistura dos reagentes sinalizantes como
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0 4-aminopeniltrimetoxisilano (APTS) e feniltrimetoxissilano (FTMS) e em diferentes
propor¢coes demonstraram que a densidade dos grupos aminados presentes na
superficie da silica pode ser controlada (BANET et al., 2008). Assim, um método simples
pode garantir e até mesmo manter a dispersao da funcionalidade dos grupos aminos
da superficie (BANET et al., 2008). Outra maneira que pode ajudar na imobilizacao e
estabilizacdo da enzima é a funcionalizagéo do suporte através da adicdo de grupos
aminas para posterior imobilizacdo (Figura 3) (FIROOZ et al., 2017).

Varios aminoacidos da enzima estdo relacionados com a elevada forca desta
ligacdo, e proporciona uma grande rigidez na estrutura da mesma (BARBOSA et al.,
2012). Em processos industriais, o biocatalisador imobilizado por esse método € mais
eficiente, pois devido a rigidez da ligacdo, a estrutura da enzima pode-se manter
inalterada diante de qualquer fator que possa desnatura-la, com a temperatura e pH
extremos, solventes organicos, e outros (MILETIC et al., 2012). Entretanto, caso a
enzima possua diferentes conformacdes quando ativada e inativada, essa forte ligacéo
pode dificultar a ativacdo da mesma depois do processo de imobilizagdo, como por
exemplo quando imobilizada com o sitio ativo inacessivel (MATEO, et al., 2007).

HZN"“V'"H’ 0F """
' Ha ; NH-CC-NH, — — ' NH-CC-N=CCCCC=0

(a) (b)

' NH-CC-N=CCCCC=N-Enzima

Figura 3 - Mecanismo de imobilizacao por ligagcao covalente: (a) funcionalizagdo de celulose
com grupos aminas; (b) reticulagdo com glutaraldeido e (c) imobilizacao da enzima (FIROOZ et
al., 2017).

(c) NH,- Enzima

De acordo com ZHU et al. (2011) algumas das vantagens observadas nesse
método foi a maior eficiéncia e estabilidade, j& que suas ligacdes entre o suporte e a
enzima nao sao tao suscetiveis a pH, forca ibnica, solventes e temperatura. Porém, a
ligacéo covalente pode resultar em perdas da atividade enzimatica. As principais razdes
para que isso ocorra sdo: mudancas estruturais, que podem ocorrer muitas vezes
durante o processo de imobilizacéo; limitagdes na difuséo, reduzindo a conversao e o
impedimento estérico, que bloqueia parcialmente a ligacdo com os sitios ativos.

Durante a ultima década varios estudos foram realizados com o objetivo de
melhorar a atividade da enzima imobilizada através de ligagdes covalentes. Vishwanath
et al. (1995) demonstraram que uma imobilizacdo especifica e bem ordenada de
acordo com 0s grupos reativos do agente e da enzima, acarretam em um melhor
numero de sitios ativos disponiveis para a agcéo catalitica. Em outro estudo a lipase
foi imobilizada na presenca de aditivos de acidos graxos, que possibilitou a ocupacgao
do centro ativo por um substrato molecular e impediu uma mudanga conformacional
da enzima durante o processo de ligacdo, preservando a alta atividade catalitica
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(OZTURK & KILINC, 2010).

Segundo Barbosa et al. (2012) existem duas estratégias para a imobilizagdo por
ligacéo covalente utilizando o glutaraldeido como agente bifuncional, e a primeira € a
utilizacdo de um suporte pré-ativado. A ativacéo étima (em termos de reatividade) para
este suporte acontece quando o aldeido de uma extremidade da molécula se liga ao
grupo amino no suporte e o aldeido da outra extremidade fica livre, resultando uma
estrutura bastante reativa com os residuos de aminoacidos da enzima. Esta ativagdo
com glutaraldeido provoca a superficie do suporte um revestimento com um reagente
guimicamente reativo, capaz de imobilizar covalentemente proteinas (Figura 4).
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Figura 4 - Mecanismo de imobilizagéo por ligacédo covalente: (a) silanizacao e (b) formagao do
braco espacador com glutaraldeido (CARDOSO et al., 2009).

A segunda estratégia € para adsor¢ao da enzima por troca ibnica sobre o suporte
aminado e, posteriormente, tratar este composto com glutaraldeido sob condicées
suaves para obtencado da ligacao entre a enzima e o suporte através da ativagéo de
todos os grupos amino primarios do suporte e da enzima com apenas uma molécula
de glutaraldeido (Figura 5) (RODRIGUES et al., 2011).
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Figura 5 - Reacéo de suportes aminopropilados para ligacdo covalente utilizando o
glutaraldeido como agente de ativagdo (CARDOSO et al., 2009).

A imobilizac&o covalente pode ocorrer também através de liga¢gdes multipontuais
envolvendo muitos locais na superficie da enzima ligados ao suporte (Figura 6).
Segundo POPPE et al. (2013), as enzimas s6 se tornam estavelmente imobilizados
no suporte, quando, pelo menos, duas ligagdes sao produzidas no complexo enzima-
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suporte. Porém quando a imobilizacao é realizada a pH 7 (neutro), o Unico grupo amino
reativo na superficie da enzima € o amino terminal, uma vez que outros grupos aminos
séo ionizados e ndo reagem com o suporte. Portanto, para que as enzimas fiquem
imobilizados multipontualmente nestes suportes essa imobilizagcdao precisa ocorrer
apenas em valores de pH proximos ou acima de 10, pois em pH altos o €-amino dos
residuos de lisina presente na superficie da lipase estdo suficientemente reativos,
favorecendo a ligacdo multipontual (MATEO et al., 2005).

O—CH—CHa—CH

oH — O—CHy—C—H
MNalH + COH
o NaBH, Halo, Q
oH + Q\\/R > D—TH—CHz—OH > C—CH;—C—H
OH a
—0—cH—cH—CH 0—CH,—C—H

R=C| Epicloridrina

R=0H Glicidol o

Suporte-Glioxil

H;N
Ligacido Covalente
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O—CHz—CHp—NH —0—CH,—CH=N
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O— CHy—CHg—NH P — O—CH,—CH=N
i
O—CHz—CH;—OH —CH,—C—H

Suporte-Gliceril

Figura 6 - Mecanismo de ligacéo covalente multipontual em suportes funcionalizados com
glicidol (Adaptado de MENDES et al., 2011a).

Os suportes utilizados para imobilizacdo por ligacdo covalente multipontual
devem apresentar algumas caracteristicas importantes, como uma grande superficie
para que dessa forma tenha uma boa congruéncia geométrica com a superficie da
enzima (MATEO et al.,, 2006). Em alguns casos, a ligagdo covalente multipontual
permite uma elevada intensidade na ligacéo entre enzima e suporte, como enzima-
amino-glutaraldeido ou suporte-amino-glutaraldeido e assim tornando-a susceptivel
em reagdes com amplos valores de pH (RODRIGUES et al., 2011).

Segundo MATEO et al. (2007), a ligagao multipontual de enzimas em suportes
pré-existente ativada com grupos aldeido por meio de pequenos bragos espacadores
promove uma estrutura mais rigida da enzima imobilizada, quando comparada a
ligac&o unipontual. Porém, em alguns casos esta modifica¢cao da superficie da enzima
pode também ter um impacto (negativo ou positivo) em sua estabilidade e atividade
enzimatica, pois todos os grupos amino de superficie enzima sao modificados
(BARBOSA et al., 2012).

A reducéo das alteragcdes conformacionais envolvidos na inativagéo da enzima e
consequentemente no aumento da estabilidade da enzima imobilizada esta também
relacionado com a distancia relativa entre todos os aminoacidos da enzima envolvidos
na imobilizacdo e o suporte, que deve ser muito pequena. Desse modo, um maior
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numero possivel de residuos de aminoacidos da enzima reage com o suporte causando
uma ligacéo mais forte entre ambos (MATEO et al., 2007).

Trabalhos veem sendo desenvolvidos com a imobilizagéo por ligagéo covalente
multipontual em diversos tipos de suporte e com diferentes agentes funcionalizantes.
Em sua maioria, o biocatalisador imobilizado obteve uma maior estabilidade térmica,
como lipases de Rhizomucor miehei (LRM) e Candida antarctica (CALB) imobilizadas
em resina ativada com aldeido (POPPE et al., 2013) e a lipase de Rhizopus oryzae
(LRO) imobilizada em silica funcionalizada com grupo epoxi (ASHJARI et al., 2015).
Outro estudo, a lipase de Hypocrea pseudokoningii foi imobilizada em suportes de
glioxil-agarose e também apresentou uma melhor estabilidade térmica e a solventes
organicos (PEREIRA et al., 2015).

2.3 Encapsulacao

As novas técnicas de imobilizacdo s&o utilizadas para conservar a natureza
catalitica do biocatalisador, dentre elas, 0 método de encapsulacéo pela técnica sol-
gel mostrou ser uma técnica verséatil para a imobilizacdo de uma grande variedade de
biomoléculas (SOARES et al., 2006; CARVALHO et al., 2015; BARBOSA et al., 2014).
O encapsulamento atraiu uma consideravel atencdo em areas como biotecnologia,
medicina, farmacéutica, catalise, nutricdo e ecologia (KATO et al., 2011).

O método consiste na protecéo as biomoléculas através da sua imobilizagéo no
interior de uma rede polimérica ou microcapsulas de polimeros que representa um
microambiente separado do ambiente externo e permite o substrato e os produtos
passarem através dos mesmos, mas com retencao da enzima (ZHANG et al., 2012).
Depois do aprisionamento, as enzimas nao estdo ligadas a matriz polimérica ou
capsula, e sua difusao é limitada, porém quando comparado com lipases imobilizadas
por adsorcao fisica, os imobilizados por encapsulacdo apresentaram uma maior
estabilidade (ZHAO et al., 2015). Pode limitar os movimentos de desdobramentos
e rotacOes da enzima, por outro lado, permite o reconhecimento do substrato,
favorecendo uma boa catélise (GUISAN, 2006). Um estudo realizado por Barbosa et
al. (2014) mostrou que a lipase de Burkholderia cepacia encapsulada em aerogel de
silica apresentou eficiéncia catalitica significativa na reacéao de hidrélise de azeite de
oliva e manteve estavel, acima de 50% da atividade inicial relativa, durante 23 reusos
do mesmo biocatalisador em reagdes consecutivas.

Dentre os métodos de imobilizacdo de enzimas, devido a simples preparacgao,
a vasta diversidade de biomoléculas e sua reprodutibilidade, por ndo necessitar
de equipamentos sofisticados, a encapsulacédo é considerada uma boa alternativa.
Segundo Guisan (2006) este processo € baseado no confinamento da enzima em
uma matriz fisica, e pode envolver a polimerizacdo de materiais orgéanicos ao redor
da mesma, cujo envoltorio é constituido por um polimero geliforme e permeéavel, nao
havendo, portanto, a associacao covalente entre a rede e as biomoléculas.
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O método de encapsulacdo chama atengcdo para a formagdo de diversas
estruturas como estudos realizados recentemente envolvendo materiais inorganicos e
organicos (MAJEWSKI et al., 2017). Majewski et al. (2017) envolve duas estratégias
gerais de confinamento (Figura 7): na primeira ocorre a sintese do suporte a partir
da combinacao dos materiais organicos e inorganicos da estrutura juntamente com a
enzima, em condi¢cdes que favorecem a formacgéo da estrutura do suporte e preservam
a estrutura terciaria da enzima ativa. Na segunda a enzima é introduzida em um
suporte pré-existente que apresenta canais e/ou aberturas (celas) maiores do que o
tamanho da enzima e assim, e posteriormente esse material juntamente com a enzima
ja introduzida € revestida com outro material.

“

Enzima
Sintese do suporte | Suporte pré-existente
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Figura 7 - Métodos de encapsulacao enzimatica (MAJEWSKI et al., 2017).

A encapsulacdo oferece varias vantagens, dentre elas a possibilidade de
modificacdo da matriz quimicamente; permeabilidade das matrizes, que permite
adaptacéao de biomoléculas de tamanhos variaveis, transporte de composto com baixo
peso molecular sem desprendimento das biomoléculas imobilizadas; propriedades
Opticas, que possibilitam a medicao de sinais de fluorescéncia e absorbéancia; além de
resisténcias a agentes térmicos, quimicos e degradacao bioldgica (GUISAN, 2006). As
condicOes a serem usadas para preparar a estrutura de suporte implica a preservagcéao
da atividade, eficiéncia e estabilidade da enzima (MAJEWSKI et al., 2017).

Para melhorar a atuagcdo de enzimas em meio organico tem-se utilizado o
procedimento de encapsulagcdo em meio poroso durante a sintese pela técnica sol-gel,
onde aenzima é encapsulada quando € adicionada ao meio reacional ainda no processo
de formacao do gel. O processo sol-gel é baseado na capacidade de formacao de
silica, 6xido metalico e matrizes organosiloxano, onde sua porosidade é definida pela
reacao de precursores organicos em temperatura ambiente (GUISAN, 2006). Além
disso, para melhorar ainda mais € relatado na literatura o uso de aditivos no processo
de imobilizacdo pela técnica sol-gel como agentes que influenciam positivamente o
aumento da atividade e da estabilidade de enzimas imobilizadas (HARA et al., 2010;
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BARBOSA et al., 2014;2016). Essa influéncia esta diretamente associada a protecéo
da enzima contra a inativacdo durante a etapa de encapsulamento, a retencéo da
camada de agua ao redor do biocatalisador e aos efeitos dispersantes das moléculas
da enzima (LEVANDOSKI et al., 2015).

As técnicas de encapsulacéo sdo instrumentos confidveis e chamam atencéo
por oferecer diversas aplicacdes, tais como biossensores, bioelétrica, bioprocessos,
biocatalisadores, cromatografia de bioafinidade e biotransdutores. No entanto, o
método de encapsulagao em sistemas preparados para aplica¢des cataliticas, também
tem como considera¢des importantes o efeito que a estrutura escolhida pode ter em
fatores como a difuséo e/ou a seletividade do substrato (MAJEWSKI et al., 2017), ja
gue uma das desvantagens encontradas € a dificuldade de difusdo dos substratos por
entre 0s poros da matriz do suporte. Ainda que todas essas vantagens e resultados
promissores sejam alcangados se faz necessaria a busca de protocolos e precursores
mais biocompativeis, com a finalidade de minimizar efeitos de retracao e colapso dos
poros e assim melhorar ainda mais a eficiéncia catalitica, e a estabilidade mecanica
do sol-gel (GUISAN, 2006).

Atécnica tem aplicagcdes industriais com base em métodos quimicos e fisicos, tais
como a evaporacao do solvente, polimerizacéao interfacial, e da armadilha (organico/
inorganico) da matriz (KATO et al., 2011). Atualmente, dispde-se de um grande nimero
de matrizes, englobando materiais organicos e inorganicos, naturais ou sintéticos
(RUZENE et al., 2014, BARBOSA et al., 2014; WANG et al, 2015; BARBOSA et al.,
2016; MAJEWSKI et al., 2017).

2.4 Ligacao Cruzada

A ligacdo cruzada é um método de imobilizagdo responsavel pela sintese
de CLEA’'s (Cross-Linked Enzyme Aggregates) que sédo agregados de enzimas
reticuladas. CLEA’s € uma técnica de imobilizacao relativamente recente desenvolvida
originalmente ha pouco mais de 40 anos atras pelo grupo de estudos do Prof. Jorge
Sheldon (SHELDON, 2007; SHELDON, 2011). A preparacdo do CLEA apresenta
algumas vantagens e por isso vem chamando atencdo de varios pesquisadores, pois
€ considerada um procedimento simples, pois a proteina ndo precisa ser purificada e
requer somente a precipitacdo da mesma para a formacéo de agregados (MAHMOD
at el. 2016). Segundo Sheldon (2011) o melhor agente reticulante para a formacéo
dos agregados é o glutaraldeido.

O processo de imobilizagdo ocorre quando o glutaraldeido penetra na estrutura
interna da enzima e seu grupo aldeido reage com o0s grupos amino da proteina que
provoca uma agregacgao quimica entre as enzimas formando um “biocatalisador sélido”,
podendo eventualmente acontecer reacées com outros grupos como os tidis, fendis
e imidazélios (YUSOF et al., 2016). Alguns fatores sdo importantes para controlar o
tamanho final das particulas de CLEA, séao eles: o tipo e quantidade do precipitado,
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a velocidade de agitacdo, concentracdo de proteinas, além da concentracdo de
glutaraldeido (GARCIA-GALAN et al., 2011).

Algumas enzimas possuem uma pequena quantidade de grupos aminas, que
pode prejudicar a reticulacéo tornando a imobilizacdo pouco eficaz, ja que a mesma
acontece entre o grupo aldeido e amino do agente e enzima, respectivamente. Para
amenizar ou sanar esse problema surge a necessidade de adicionar mais uma etapa
no processo de imobilizacdo por CLEA, o uso de aditivos (Figura 7). A utilizacéo
de aditivos como outras proteinas, por exemplo, a albumina bovina, € comumente
observada em alguns trabalhos por possuir um grande niumero de grupos amino que
facilitam o intercruzamento (DONG et al., 2010).

A adicao de diferentes aditivos, além de facilitar a formac¢do do CLEA, aumenta
a atividade enzimatica, estabilidade, e pode ser separado facilmente por filtracéo e
centrifugacédo (YUSOF et al., 2016). Em contrapartida, para algumas aplicacées
industriais a utilizagdo de CLEA’s ndo s&o viaveis, pois ndo sdo mecanicamente
resistentes por serem frageis e a depender da viscosidade do precipitante utilizado
sua recuperacao torna-se dificil e complexa para utilizacdo em larga escala (GARCIA-
GALAN et al., 2011).

PROCESS0 DE RETICULACAO DE AGREGADOS ENZIMATICOS
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Figura 7 - Esquema da preparagéao de CLEA’s utilizando aditivo (Adaptado de YUSOF et al.,
2016).

Portanto, com o objetivo de aprimoramento de biocatalisadores mais eficientes,
imobilizados em diferentes suportes, o uso de matrizes de natureza organica, inorganica
ou hibrido tém apresentado particular interesse comercial nos ultimos anos, devido as
suas diferentes caracteristicas e aplicacoes.
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