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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar as condi¢cbes de imobilizacdo da enzima B-glicosidase em
nanoparticulas de hidroxiapatita. O pH 6timo e a forga i6nica 6tima de imobilizacdo foram
considerados aqueles que resultaram no maior rendimento de imobilizacdo (RI), obtidos através da
medida da atividade enziméatica do sobrenadante durante a imobilizacdo. As melhores condigdes de
imobilizacdo foram obtidas em pH 7 e forga i6nica de 5 mM, com um RI de 64% e atividade
recuperada de aproximadamente 120%. Portanto, essa enzima de grande aplicacdo agroindustrial pode
ser eficientemente imobilizada em nanoparticulas de hidroxiapatita com retencdo total de sua atividade
catalitica.
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B-GLYCOSIDASE IMMOBILIZATION IN HYDROXYPATITE NANOPARTICLES

Abstract

The aim of this work was to evaluate the conditions of immobilization of the B-glucosidase enzyme in
nanoparticles of hydroxyapatite. The optimum pH and ionic strength were considered to be those that
resulted in the highest yield of immobilization (Y1), obtained by measuring the enzymatic activity in
the supernatant during immobilization. The best immobilization conditions were achieved at pH 7 and
ionic strength 5 mM, resulting in a 64% Y1 and recovered activity of around 120%. This enzyme of
great agroindustrial application could be efficiently immobilized in nanoparticles of hydroxyapatite,
with total retention of its catalytic activity.
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1. INTRODUCAO

A B-glicosidase € uma enzima de vasta aplicacdo agroindustrial, com atuacdo na liberacdo de
constituintes aromaticos melhorando o aroma de bebidas (Celik et al., 2016) e hidrélise de
isoflavonas, cujos produtos s&o aplicados na industria farmacéutica (Michlmayr e Kneifel, 2014).
Além disso, a B-glicosidase tem importante aplicacdo na degradacdo de materiais lignocelulésicos,
participando da conversdo da celulose em agulcares simples (Shewale, 1982). O desenvolvimento de
técnicas que permitam sua reutilizacdo tem sido muito pesquisado devido ao alto custo desse
biocatalisador.

A imobilizacdo de enzimas em suportes insolUveis garante o reaproveitamento dessas moléculas
no processo, gerando vantagens quanto ao custo operacional e estabilidade dessas biomoléculas (Puri
et al., 2013). A utilizagdo de nanoestruturas como suportes tem como vantagem a capacidade de reter
maior carga enzimatica por unidade de massa de particula. Além disso, as nanoparticulas geram baixa
resisténcia a transferéncia de massa, garantindo uma boa acessibilidade do substrato ao biocatalisador
(Cipolatti et al., 2014).

Um material com potencial aplicacdo para imobilizacdo de enzimas é a hidroxiapatita
(Cay(P0O,)s(OH),), material inorganico e ndo toxico, que pode ser sintetizado como nanoparticulas
(Xie e Zang, 2017). A hidroxiapatita apresenta grupos fosfatos e de calcio disponiveis para realizarem
adsorcao ibnica com grupos laterais carregados de proteinas (Farinas et al., 2007). Sendo assim, nesse
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trabalho avaliou-se a imobilizacéo da B-glicosidase em nanoparticulas de hidroxiapatita. O foco deste
estudo foi encontrar as melhores condi¢des de imobilizacdo, como o tempo de imobilizacdo, o pH e a
forca idnica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Nano-imobilizacédo enzimética em hidroxiapatita

A solucdo de imobilizacdo foi preparada com 0,1 g x mL™ de nanoparticula de hidroxiapatita
(Sigma-Aldrich, USA) e com carga enzimética de 10 mg enzima x g* suporte da enzima B-
glicosidase (Novozymes - NS22118). A adsorcéo ibnica foi submetida & agitacdo lenta a 25 °C. A
atividade enzimética do sobrenadante (obtido por centrifugacdo a 8000 rpm durante 2 min) e do
controle (enzima sollvel) foi medida em triplicata em intervalos de 30 min. A medida de atividade da
B-glicosidase foi realizada segundo Ghose (1987), com a solucéo de celobiose (15 mM) preparada em
pH 7, em que uma unidade de atividade enzimatica (Ul) representa a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1 pmol do produto por minuto na mistura reacional.

O Rendimento de Imobilizacdo (RI) foi calculado conforme a Equacdo 1, onde Ass e Agg
representam a atividade final do sobrenadante e a atividade final do controle, respectivamente. Ao
final da imobilizac&o, o derivado foi lavado trés vezes com tampdo de forga idnica cinco vezes maior.
A atividade enzimatica do derivado (Agerivado) fOi medida e a Atividade Recuperada (AR) foi calculada
através da Equagdo 2. A Atividade Teoricamente Imobilizada (At) foi obtida através do produto da
atividade oferecida com o RI.

Agf ~
Rl=1- —=x100
ABs Equagéo 1
J"1'-H:]n!l."iveu:h:u ~
AR = ——— = 100 Equagéo 2
Az

2.2 Condigdes 6timas de imobilizagéo

O ensaio descrito no item 2.1 foi realizado com diferentes forgas iénicas (5, 10, 20, 35 e 50
mM) e diferentes pH (4, 5, 6, 7 e 8). O pH 6timo e a forca i6nica 6tima de imobilizagdo foram
considerados aqueles que demonstraram o maior rendimento de imobilizacéo (RI).

2.3 Ponto isoelétrico da p-glicosidase

O ponto isoloelétrico (pI) da B-glicosidase foi obtido através da medida do Potencial Zeta, na
faixa de pH de 1,5 a 8, no Equipamento Zeta Sizer (Malvern Instruments). A solugdo enzimética foi
preparada em &gua na concentragdo 1 mg x 100 mL e o pH das soluces foi ajustado com as solugdes
de hidréxido de sodio 0,1M e &cido cloridrico 0,1M.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As nanoparticulas de hidroxiapatita utilizadas para imobilizar a B-glicosidase por adsorcdo
ibnica foram caracterizadas por Giroto et al. (2015) e apresentaram-se como aglomerados solidos
menores que 100 nm. A adsorcdo enzimatica sobre as nanoparticulas foi rapida, ap6s 1 hora de reacdo
a interacdo da B-glicosidase com o suporte permaneceu constante, como mostrado na Figura 1-a. A
forca ibnica ndo afetou o RI, contudo a AR foi maior com a menor forca iénica, 5 mM (Figura 1-b),
demonstrando que napresenca de poucos ions em solucéo a reacdo enzimatica é favorecida.

Curiosamente, a atividade recuperada (AR) do derivado superou os 100%. Isso sugere que 0
sitio ativo da enzima tornou-se mais disponivel para reacdo apds ligar-se ao suporte, atribuindo uma
grande vantagem a técnica de imobilizagao da -glicosidase em hidroxiapatita.
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Figura 1 — (a) Tempo de imobilizacdo da B-glicosidase em hidroxiapatita, em pH 7 e 5mM. (b) Efeito da
forga i6nica no RI e na AR da B-glicosidase imobilizada em hidroxiapatita em pH 7.

O pH 6timo de imobilizacao foi 7 (Figura 2-a) e o pl da B-glicosidase obtido através da medida
do potencial zeta foi 3,6 (Figura 2-b). Isso indica que os grupos Ca’* do suporte permitiram a
orientacdo da enzima pela regido que contém alta concentragdo de cargas negativas, representados
pelos residuos aspartico e glutdmico. Embora a enzima apresente cargas negativas em pH 5 e 6, supde-
se que nessas condi¢Oes ela ainda ndo se tornou negativa o suficiente para interagir eletrostaticamente
com o suporte. O RI de 17% obtido em pH 4 sugere que outros tipos de interagdes, além da
eletrostatica, podem ter ocorrido. Por exemplo, interacdes de afinidade entre residuos de amino&cidos
com os fons Ca®*. Nesse caso, aminoacidos como a histidina e o imidazol, que contém moléculas
doadoras de elétrons (como o nitrogénio) fazem uma reacdo de coordenagdo com os ions metalicos
(Bresolin et al., 2009). Além desse tipo de reacdo, pode-se pressupor que nesse pH, muito proximo a
neutralidade da enzima, ambos os sitios de adsor¢éo da hidroxiapatita foram capazes de interagir com
aenzima.

As condicBes de imobilizacdo encontradas corroboram com o estudo de (Vieira et al., 2011), o
qual imobilizou B-glicosidase por adsor¢do iénica em Polietilenimina-agarose funcionalizada com
grupos aminas, utilizando pH 7 e forca i6nica de 5 mM. Eles obtiveram total imobilizagdo em um
tempo de 2 horas. Embora eles tenham obtido um RI de quase 100%, foi oferecido cerca de 1000
vezes menos enzima por grama de suporte do que no presente estudo, o que demonstra a alta
capacidade de adsorc¢do das nanoparticulas utilizadas.
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Figura 2 — (a) Efeito do pH no RI da B-glicosidase imobilizada em hidroxiapatita com forga i6bnica 5mM.
(b) Medida do potencial zeta da B-glicosidase na faixa de pH 1,4 a 8,4.
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4. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi demonstrado que nanoparticulas de hidroxiapatita sdo capazes de imobilizar
eficientemente a B-glicosidase em pH 7 e 5mM, com retencdo de atividade catalitica superior ao da
enzima livre. Sendo assim, o derivado B-glicosidase-hidroxiapatita apresenta potencial aplicacdo em
processos que almejam a recuperagdo da enzima do meio reacional.
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