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“Once you have eliminated the impossible, whatever remains,
however improbable, must be the truth.”
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Resumo do Projeto Final de Curso apresentado a Escola de Quimica como parte dos
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As lipases sdo enzimas capazes de catalisar a hidrolise de triacilglicerdis e, em
condicBes especiais, catalisar reacfes de sintese como esterificacdo e
transesterificacdo. Dentre as diversas fontes de lipase, duas fontes podem ser
destacadas, sendo elas a lipase de Yarrowia Lipolytica IMUFRJ 50682, levedura
oriunda da baia de Guanabara e o extrato comercial de lipase B de Candida
antarctica (CALB). Além disso, o potencial de aplicacdo industrial dos
biocatalisadores a base de lipases é outro importante fator que impulsiona 0s
estudos nesta area, como na sintese de monoésteres de acido 2,4-dimetilglutirico,
e sintese de poliéster. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo
otimizar o processo de imobilizacdo por ligacdo covalente desenvolvido por
Brigida (2006) utilizando CALB e avaliar a cinética de adsorgédo de lipases de Y.
Lipolytica IMUFRJ 50682 (LYL) em fibras de coco verde funcionalizadas com 3-
glioxidopropil trimetoxisilano (GPTMS), fibra de coco verde natural, em fibra de
coco quimicamente tratada com peroxido de hidrogénio (H202) e em silica (I1B-
S60S) ativada com Octiltrietdxisilano. Para tanto, avaliou-se no processo de
imobilizacdo por ligacdo covalente, a influéncia do tempo de contato, a
estabilidade térmica, a concentragdo de GPTMS e lavagens pds borohidreto de
sodio no processo de imobilizacdo, ja no processo de imobilizacdo por adsorcao,
avaliou-se o tempo de contato dos suportes com diferentes concentracbes da
solucdo enzimatica em banho finito a fim de se construir a curva cinética do
processo e, a partir desta, estabelecer um tempo minimo necessario para a
imobilizacdo de LYL, a carga maxima possivel, tempo de meia vida através de
estabilidade térmica e estabilidade operacional.
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INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas tem se notado maior interesse industrial pelos processos
biotecnoldgicos. A definicdo deste processo € a aplicagdo prética de conhecimento
através do uso de organismos vivos, ou parte destes, para a obtengdo de produtos e
servicos utilizando desde processos fermentativos até a manipulacdo genética
(Figueiredo, 2006). Tais processos apresentam vantagens quando comparados aos
processos puramente quimicos, seja devido a sua especificidade ou por sua menor
geracdo de subprodutos, embora sejam mais custosos. Este interesse pode ser
visualizado principalmente através das pesquisas cientificas, como estudos na producéo
de complexos multienzimaticos para a alimentacdo de frangos (Marques, 2007),
producéo de quinase extracelular a partir de Cellulosimicrobium cellulans 191 (Fleuri et
al., 2009) onde em ambos processos, através de fermentacdo com microrganismos
geneticamente modificados, € alcancada a expressdo de proteinas especificas e
otimizacdo de processos, levando a um maior rendimento e incremento da producéo na
industria. Com base no aumento da exportacdo e na producdo de enzimas no Brasil,
estima-se que 0s bioprocessos que utilizam enzimas tenha crescido na industria
brasileira (Aliceweb, 2014).

Além de seus beneficios, pode-se ver o aumento do incremento biotecnoldgico
devido a seu apelo comercial. Atualmente estd em voga a industria verde, ou seja,
guanto menos agressiva, poluente e ciente de seus deveres com a preservagao ambiental
uma induastria for, melhor sera sua imagem com o publico alvo (Barbosa e Arruda,
2012). Devido a tais mudancgas, hoje existem os bioplasticos de cana de agucar usados
em 30% da producdo de garrafas do produto Coca-Cola®, alimentos probidticos para
regulacdo de fungbes corpdreas, complexos enziméaticos em sabdes em po, entre outros

exemplos

A biocatélise € um exemplo de tecnologia que atende a um dos principios da
quimica verde, possibilitando a substituicdo de catalisadores quimicos. Os catalisadores
sd0 substancias que diminuem a energia de ativacdo necessaria para que uma
determinada reacdo ocorra, sem modificar seu equilibrio quimico. Existem varios
exemplos de catalisadores da industria quimica como  1-1,Bis(terc-

peroxibutil)ciclohexano na producédo de plasticos cintiladores (Costa et al., 1997), ou na

1



producdo de polimero a base de propileno utilizando o catalisador Ziegler-Natta
(Coutinho e Costa, 1991). Entretanto, as condicBes de operacdo de tais catalisadores
requerem geralmente altas temperaturas e pressdes, nem sempre gerando um produto
puro, seja pela obtencdo de racematos ou quebra de moléculas em locais ndo
especificos. Por tais motivos, as rotas enziméticas estdo cada vez mais ganhando foco
na inddstria. Enzimas requerem uma temperatura de operacdo branda, diminuindo os
gastos com fontes térmicas; podem trabalhar a pressdo atmosférica; e geram um produto
com maior teor de pureza, visto que as enzimas sdo mais seletivas, a formacdo dos
supracitados racematos é reduzida ou nula, gerando, assim, menos subprodutos
(Fernandez-Lorente et al., 2003). Infelizmente 0 uso de enzimas na sua forma livre, em
solucdo, onera o processo, tornando sua rentabilidade baixa.

Uma alternativa para diminuir seus custos seria a utilizacdo de enzimas
imobilizadas. Tal modificacdo pode diminuir 0s custos, pois permite a recuperacao e
reutilizacdo do catalisador, e o torna mais estavel frente variacbes de pH, térmicas,
operacionais (Blanco et al., 2004), possibilitando, inclusive, a implantacéo de processos

continuos.

Os biocatalisadores utilizados neste estudo foram duas lipases, uma comercial do
tipo B de Candida antarctica, e outra de Yarrowia Lipolytica, produzida no préprio
laboratdrio. A escolha de lipases, descritas como glicerol éster hidrolase, E.C. 3.1.1.3,
pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), ocorreu
devido a alta versatilidade destes catalisadores, podendo ser aplicado em varias areas da
industria quimica como: sintese de compostos opticamente ativos na industria
farmacéutica; sintese de ésteres usados na inddstria de aromas; sintese de éster de

vitamina, esterificacdo de agucares, entre outros (Brigida, 2010).

Os suportes utilizados neste estudo foram: fibra de coco verde (um residuo
agroindustrial) e silica (suporte comercial) A fibra de coco foi utilizada neste estudo
pois, sendo um residuo agroindustrial, pode ser considerado um suporte de baixo custo.
Além disso, o Brasil € o quarto maior produtor mundial de coco , com 13% da producéo
mundial no periodo 2002 ateé 2011, (FAO, 2014) Portanto, se faz necesséria a criagdo de
uma disposicdo final correta deste residuo. Outro principal fator é o fato da fibra de
coco possuir alto teor de celulose em sua composi¢do quimica, fornecendo uma grande

quantidade de grupamentos hidroxila necessarios para a funcionalizacdo da fibra. Como



exemplos de residuos da industria utilizados como suporte podemos citar o uso da casca
de arroz na imobilizacdo de invertase (D’souza e Godbole, 2002) e sementes
processadas oriundas de cervejarias para imobilizacdo de tripsina (Rocha et al., 2005).
O suporte comercial foi utilizado com o intuito de comparar os resultados obtidos neste

estudo com a fibra de coco.

O presente trabalho tem entdo como objetivo o desenvolvimento de
biocatalisadores enziméticos imobilizados com o intuito de gerar um catalisador de alto

rendimento, com menor custo operacional e de producéo.



OBJETIVOS

O principal objetivo do presente trabalho foi a obtencdo de um derivados de baixo
custo com alta carga enzimatica, possibilitando sua futura utilizacdo industrial. Para
atingir tal meta foram analisadas duas fontes de lipase (extrato bruto de lipase de

Yarrowia Lipolytica e lipase B de Candida antarctica - CALB) em dois tipos de

suportes (fibra de coco verde e silica), conforme apresentado no fluxograma abaixo:
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v

Fibra de Coco
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<>
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Enzimas

1.1.1. INTRODUCAO

As enzimas sdo proteinas, produzidas a partir do DNA e codificadas pelo
RNA, especializadas na catalise em reagdes bioldgicas. Sua estrutura é formada
principalmente por cadeias de residuos de aminoacidos unidas por ligacGes
peptidicas, podendo ser encontradas em associa¢do a outros componentes 0rganicos
ou inorganicos sendo denominadas proteinas conjugadas. Estas sdo consideradas um
dos principais agentes de transformacdo celular, diminuindo a energia de ativagao
em reacdes, permitindo que ocorram dentro do limite da temperatura bioldgica, sem
serem consumidas ou gerar alguma descaracterizagdo do produto final (Lehninger,
2002).

O estudo da importdncia enzimatica em reacOes bioldgicas levou a
identificacdo de milhares de enzimas, posteriormente catalogadas em seis sub grupos
pela IUBMB, sendo eles: oxirredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e
ligases.

As hidrolases fazem parte do grupo enziméatico mais utilizado na industria,
chegando a possuir 44% de todos os biocatalisadores produzidos, sendo seguido
pelas oxirredutases com 30%. Ou seja, estas duas categorias dominam grande parte
do desenvolvimento tecnoldgico neste setor (Riebel, 2004). As hidrolases catalisam
reacOes de hidrélise, ou seja, a quebra de uma ligacdo quimica através da acdo da
agua. Normalmente sdo relevantes para o catabolismo, fornecendo nutrientes a nivel
assimilavel pela célula. A maioria das enzimas com importancia tecnoldgica
pertencem a esta familia, como por exemplo esterases, lipases, glicosidases e
proteases. Hidrolases, em sua maioria, dispensam a necessidade de coenzimas,
geralmente se apresentando como enzimas extracelulares e apresentam a resisténcia
necessaria para suportar as condicdes dos processos mais agressivos. Nas condi¢cdes
adequadas, esta enzima pode catalisar sua reacdo reversa, sendo este um de seus

principais focos industriais (Illanes, 2008).



1.1.2. LIPASES

Lipases sdo os biocatalisadores que possuem maior representatividade
comercial devido a sua facil disponibilidade, menores custos, condi¢cdes brandas de
acdo e ampla especificidade para substratos (Traathof et al., 2002). A IUBMB
denomina as lipases como triacilglicerol esteracilhidrolases (E.C.3.1.1.3.), que
possuem a capacidade de catalisar a hidrélise e a sintese de ésteres formados por
glicerol e longas cadeias de acido graxo (Paques, 2006), como pode ser visto na
Figura 1 (Amaral, 2007).

O

H,C— OH R,COOH
0  HC—0—C—Ry .o d

—= HO—CH + R,COO0OH
R,—C—0 —'.'|:H 0 Mo | 2
| Hy —_
H,C —0—C—R, HL—OH  R,cooH
Triacilglicerol Glicerol Acidos Graxos
{Gliceriden) Livres

Figura 1 - Reacdo catalisada pela lipase.

A origem das lipases € variada, sendo encontrada em quase todos organismos
vivos desde microrganismos, como por exemplo a levedura Yarrowia Lipolytica
(Amaral, 2007) ou fungo filamentoso Aspergillus niger (Muruci et al., 2011), plantas
da espécie Vernonia galamensis (Ncube e Read, 1995), até o tecido pancreéatico
suino. A principal fonte comercial sdo as lipases oriundas de microrganismos,
devido a sua menor complexidade, quando comparadas com células animais ou
vegetais, e portanto maior rapidez no processo de producao.

O grande potencial biotecnolégico da lipase microbiana se deve
principalmente a sua estabilidade em solventes organicos, ndo necessitar da
utilizacdo de cofatores, possuir grande especificidade ao substrato, exibir uma alta

enantioseletividade (Poppe, 2012).



1.1.3. FONTES DE OBTENGCAO DE LIPASE

1.1.3.1. YARROWIA LIPOLYTICA

Uma das fontes de lipase utilizadas neste estudo foi a cepa de Yarrowia
Lipolytica IMUFRJ 50682, isolada da Baia de Guanabara (Rio de Janeiro —RJ). O
extrato bruto rico em lipase foi preparado utilizando o protocolo de producdo
desenvolvido por Amaral (2007).

Este microrganismo é um fungo pertencente a classe dos Ascomicetos. Sua
fisiologia, morfologia e genética diferem bastante quando comparados com os de
microrganismos usuais, tais como Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces
pombe. Por tal motivo é categorizada como um microrganismo “ndo convencional”
(Amaral, 2007), ou seja, leveduras que apresentam algum comportamento diferente
ou ndo esperado nesta classe, sendo a levedura Y. Lipolytica a espécie mais
pesquisada deste grupo. Apds analises da American Food and Drug Administration
este fungo foi classificado como GRAS (Generally Regarded As Safe) (Fontes,
2008), ou seja, normalmente ndo apresenta patogenicidade.

A cepa de Y. Lipolytica, assim como algumas outras leveduras, apresentam
dimorfismo celular, ou seja, a habilidade de modificar sua forma morfoldgica, neste
caso, alterando entre formatos ovoides e hifas alongadas. Suas apresentacdes podem
ser visualizadas na Figura 2 (Nunes, 2011). As fotos foram feitas atraves de
microscopia éptica com magnificacdo de 400 vezes. O quadro A apresenta as formas

ovoides e o quadro B apresenta as hifas.




Figura 2 - Imagem de microscopia Optica de Y. Lipolytica em aumento de 400x
apresentando células ovoides (A) e hifas (B)

Conforme citado acima, o0 género Yarrowia, como a maioria das leveduras
“ndo convencionais”, apresenta a obrigatoriedade da respiragdo aerdbia para a
utilizacdo do acucar fornecido no meio de producdo. Yarrowia Lipolytica ndo
apresenta repressdo catabolica, ou seja, mesmo com altos niveis de aglcares no
meio, suas propriedades mitocondriais ndo sao afetadas (Amaral, 2007)

A lipase gerada pelo microrganismo em questdo apresenta a massa molecular
entre 38,5 e 44 KDa. Possuindo uma faixa 6tima de pH entre 6 a 10, com valores de
atividade méxima atingidos em pH 6,7 e 9. A enzima produzida é considerada uma
mesofila, possuindo atividade maxima na faixa de 28°C a 55°C. Além dos pontos
supramencionados, ela possui estereoespecifidade, ou seja, as lipases de Y. Lipolytica
estudadas sdo 1,3 especificas (Brigida, 2010). Dentre as aplicacbes da lipase de Y.
Lipolytica tem-se:

- Tratamento de soro de queijo (Vieira, 2013);
- Desenvolvimento de biosensores potenciometricos (Melo, 2012);
- Bioremediac&o através da degradacéo de 6leo cru (Ferreira, 2009);

- Producéo de Biodiesel (Tavares, 2014);

1.1.3.2. CANDIDA ANTARCTICA

A cepa de Candida antarctica possui caracteristicas proximas de Yarrowia
Lipolytica, ou seja, € uma espécie de levedura da familia dos Ascomicetos,
entretanto, apresenta metabolismo aerébio facultativo. Também possui a capacidade
da realizacdo de dimorfismo (Silva, 2011), necessitando apenas de um estresse
celular para que o evento ocorra, como variagdes no teor de nitrogénio ou
dificuldade na obtencao de substrato. A producdo da forma unicelular € estimulada
atraves de utilizagdes de baixas temperaturas, pH mais &cido e altas concentracfes
de glicose. Entretanto, microrganismos do género Candida podem apresentar
patogenicidade (Silva, 2011).

A lipase de Candida antarctica produz dois tipos de lipase denominados A e
B, onde as mesmas se diferenciam por pontos isoelétricos (P.l.) sendo o P.l. do tipo

Aem pH 7,5 e do tipo B em pH 6 e massas molares (M.M.) sendo a M.M. do tipo A



45 KDa e do tipo B 33 KDa, como pode ser visualizado no trabalho de Brigida
(2006).

Além dos dados descritos, também podemos destacar diferencas na
seletividade dos tipos de lipase produzidas. Segundo os dados apresentados por
Xavier (2013) as lipases do tipo A e B podem ser classificadas por sua seletividade.
Sendo o tipo B a mais seletiva e a tipo A menos seletiva, quando comparadas entre
si, ou seja € 1,3 especifica em triglicerideos e apresenta estéreo-seletividade.. A
lipase do tipo A, em contrapartida a sua menor seletividade,, apresenta maior
resisténcia frente a variagGes de temperatura. J& a lipase do tipo B é mais seletiva,
considerada bastante estereoespecifica em hidrolises e sinteses organicas (Brigida
2006), favorecendo um produto mais puro e com menor presenca de subprodutos.

A lipase da levedura Candida antarctica ja ¢ amplamente difundida pela
industria. Seja em sua forma livre, ou em forma imobilizada por empresas como
Novozymes®, Boehringer Mannheim® e Roche Diagnostics® (Brigida, 2006). As
enzimas produzidas podem ser utilizadas em reacfes tanto em meio aquoso como
em meio organico, com estudos reportando também a possibilidade da aplicacdo em
fluidos supercriticos (Foresti e Ferreira, 2005) e em reacBes sem solventes
(Feihrmann, 2005).

A preferéncia industrial por este fungo se da principalmente devido as
caracteristicas da lipase do tipo B de Candida antarctica (CALB), como sua
capacidade de utilizacdo em variados substratos, por exemplo reacdes com &lcoois
terciarios e estericamente impedidos, estabilidade em pH’s acidos (Lock, 2007),
tolerancia a meios ndo aquosos, resisténcia a desativacao térmica(Almeida, 2011).
Dentre as aplicacdes de CALB tem-se:

- Sintese de ésteres metilicos para utilizacdo na producdo de biodiesel (Poppe,
2012);- Sintese de lactato de butila (Pirozzi e Greco Junior, 2004).

- Sintese de acidos graxos a partir da hidrolise de 6leos (Messias et al., 2011);

- Sintese de ésteres de vitaminas (Adamczak et al., 2005);

- Esterificacdo de acUcares (Fernandez-Lorente et al., 2003) e glicidol (Palomo et al.,
2005);

- E também a possibilidade da aplicagdo em fluidos supercriticos (Foresti e Ferreira,

2005) e em reacgdes sem solventes (Feihrmann, 2005)



1.2 IMOBILIZACAO

1.2.1. INTRODUCAO

Enzimas imobilizadas sdo as que se encontram confinadas fisicamente ou
retidas em algum ponto fixo, preservando sua atividade catalitica e podendo ser
reutilizadas. Dentro dos parametros de caracterizagdo da IUPAC para os métodos de
imobilizacdo existentes, podemos apresentar a figura abaixo(IUPAC, 1995; Figura
3):

Métodos de Imobilizagao de Enzimas

( L ;

Encapsulamento Ligacao

! l l [ 1

Em Matriz Em Membrana Adsorcao Ligagao Covalente
SEsC | e lw J
IBEL | ] J 1 ]
Microencapsulamento Entre No suporte Ligacao cruzada

A s membranas entre as
1\~_¢ 1 &l: macroscopicas P enzimas

sy [— N —X — __—_’
ocoocoo . s =
= e >

Figura 3 — Métodos de imobilizacdo enzimatica. Fonte: Brigida, 2010.

A forma como as enzimas serdo imobilizadas depende do método utilizado,
pH, propriedades fisicas e quimicas do suporte. Alem deste fato, a imobilizacdo
enzimatica pode trazer como beneficio modificacdes na estrutura tridimensional ou
efeitos de conformacdo, de modo a aumentar a capacidade catalitica da enzima
(Cardoso, 2009). Em contrapartida pode causar efeitos de microambiente e barreiras
difusionais, dificultando a transferéncia de massa e consequentemente, diminuindo
velocidade aparente da reagdo (Carvalho et al., 2006).

Devido as barreiras para a transferéncia de massa interna e externa do suporte
a medida da atividade da enzima imobilizada é considerada uma atividade aparente,
ou seja, apenas pode ser quantificado o que se encontra ja disperso no meio, mas nao
se tem meios para calcular a atividade na matriz porosa.

Em processos de imobilizacdo, pode ocorrer que 0 ancoramento da enzima

altere seu sitio ativo, ou mesmo que a imobilizacdo ocorra de uma maneira que

10



impossibilite 0 acesso do substrato ao sitio. Por tal motivo deve ser realizado sempre
um estudo de percentual de atividade recuperada, que € uma relacdo entre a
atividade apresentada pelo biocatalisador imobilizado e a atividade retida pelo
suporte; e o rendimento do processo, o qual € a relacdo entre a atividade retida pelo
suporte e a atividade total entregue no processo de imobilizagdo (Brigida, 2006).

A imobilizagdo permite que as enzimas sejam reutilizadas, diminuem
problemas de separacdo catalisador-meio e fornecem uma maior retencdo de
atividade catalitica frente a variacbes de temperatura e pH. Além disso este
procedimento minimiza os problemas da geracdo de efluentes (Carvalho et al.,
2006).

Como o presente trabalho iré se utilizar de ligacGes por adsorcao e por ligacdes

covalentes, iremos apenas nos aprofundar nestes dois pontos.

1.2.2. ADSORCAO

Uma imobilizagdo por adsorcdo é definida por uma enzima ligada a um
suporte insoltvel através de interacdes ibnicas, adsorcOes fisicas, interacdes
hidrofobicas, forcas de van der Waals, ou uma combinacdo destas interacfes
(Brigida, 2010).

Esta é a técnica mais empregada na industria quimica, principalmente devido a
sua facilidade, simplicidade e baixo custo (Kennedy et al, 1988; Villeneuve et al.,
2000). Todavia, sua baixa energia de ligacdo faz com que ocorra a dessorcao
enzimatica, quando submetidas a reciclos, variacGes de temperatura, pH, ou forcas
ibnicas (Cardoso, 2009).

Diferentes parametros podem influenciar na quantidade de enzima
imobilizada, segundo Mendes (2009), entre eles estdo:

o pH — o0 pH do meio é uma das variaveis principais para determinagéo

do numero, da natureza das cargas sustentadas pelo suporte e das mudancas

conforciomais;

o forga idnica — interagdo realizada entre a enzima e o suporte ou entre

as préprias enzimas entre si;

. Concentragdo de sais — sais em baixa concentragdo aumentam a

solubilidade das enzimas;



. Temperatura — com o aumento da temperatura, aumenta a energia
cinética do sistema, aumentando, em sua maioria, a probabilidade da criacdo

de ligacgdes.

A maior aplicagdo destes biocatalisadores imobilizados é em meios orgénicos,
onde as enzimas ndo sdo sollveis, reduzindo o risco de dessor¢do enzimatica
(Machado, 2011).

O processo de imobilizacdo por adsorcdo necessita do contato direto entre a
solu¢do enzimatica, de concentracdo enzimatica conhecida (em pg/mL ou U/L), e
uma massa especifica do suporte. O contato deve ser realizado a temperatura
constante. Para a adsorcdo de enzimas o método mais conhecido e utilizado é o
banho finito, novamente devido a sua facilidade e baixo custo (Menoncin et al,
2009).

Para se avaliar o processo de adsorcao, deve-se estudar a cinética do processo
para cada concentracdo enzimatica, ou seja, acompanhar a adsor¢do até que a mesma
atinja seu equilibrio. A analise dos pontos de equilibrio para varias concentracdes
leva a construcdo de uma isoterma. O grafico obtido avalia a afinidade da enzima
com o suporte. Em adigéo, a forma da isoterma fornece uma descri¢do qualitativa da
superficie e a capacidade de carga do suporte (Nakanishi et al., 2001).

A construcgéo destas isotermas tem possibilitado a comparacdo entre diferentes
suportes e a otimizacdo dos mesmos através da aplicacdo de aditivos ou solventes
(Rocha et al., 1998). No caso de enzimas imobilizadas, as isotermas usualmente

seguem as equacdes de Langmuir ou Freundlich (Dalla-Vecchia et al.,2004).

1.2.3. LIGACAO COVALENTE

A imobilizacdo por ligacdo covalente se baseia na retencdo da enzima a partir
de ligacdes covalentes entre os grupos funcionais presentes na enzima (Figura 4) e

0S presentes no suporte.
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-NH, T-amino de L-lisina e grupamento amino N-terminal

-SH Tiol de L-cisteina
-COOH Carboxila de L-asparpato e L-glutamato e grupamento
carboxilico C-terminal

"R E/‘"'OH Grupamento fendlico de L-tirosina
QR Pontes dissulfidicas de L-cisteina
CH,-S - Tioeter de L-metionina
-CH.OH Hidroxila de L-serina e L-treonina
\;1
I\I] NH Imidazol de L-histidina

= NH - .
_NH_C‘J\" Guanidino de L-arginina

ey

Figura 4— grupos funcionais possiveis de serem encontrados em enzimas. Fonte:
Brigida, 2010

A imobilizagdo por esta técnica é separada em duas etapas, funcionalizacéo do
suporte e posterior contato da solugdo enzimatica com o suporte. A funcionalizacéo
a partir de ativacdo quimica é um passo que permite o suporte a ser apto para este
tipo de imobilizacdo. O tipo de grupamentos (hidroxila, carboxilas, entre outros) é o
que vai definir qual método de ativacdo € o mais adequado para 0 suporte em
questdo (Gontijo, 2011).

Além dos grupamentos presentes no suporte ativados quimicamente, pode-se
ligar a enzima a um suporte através da adicdo de agentes multifuncionais, como 3-
glioxidopropil trimetoxisilano (GPTMS) (Brigida, 2010) e glutaraldeido (Junior,
2007), ao suporte. As ligacOes cruzadas entre as enzimas e 0 suporte acaba
promovendo uma imobilizacdo, em geral, altamente estavel.

Este método possui como desvantagem a dificuldade na selecdo das condicdes
de imobilizacdo, demandando maior tempo de estudo e pesquisa para O
desenvolvimento de um protocolo, a ndo recuperagdo do suporte, devido a
impossibilidade da realizacdo de dessor¢cdo.. Além disso, a utilizacdo de agentes
funcionalizantes no protocolo promove um aumento do custo do catalisador
imobilizado (Brigida, 2010).
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1.3 SUPORTES

1.3.1. INTRODUCAO

Os suportes s@o materiais onde ocorre a ancoragem, encapsulamento ou
ligacdo das enzimas no processo de imobilizacdo (Cardoso, 2009). Suas principais
caracteristicas para a aplicacdo devem ser alta area superficial, permeabilidade,
insolubilidade, composicédo e custo. O aumento do numero de estudos nesta area se
deve a necessidade da criacdo de suportes mais baratos ou como destino final para
residuos agroindustriais (Brigida, 2006).

Os materiais passiveis de utilizacdo podem ser separados em sub gruposcom
base na composi¢cdo quimica (organicos e inorganicos) (Tabela 2); ou baseados na

sua morfologia (porosos ou ndo porosos) (Dalla-Vecchia et al., 2004).

Tabela 1 - Classificagdo dos suportes por composic¢ao (Messing, 1984)

Organicos Inorganicos
Naturais Minerais Fabricados
Polissacarideos Proteinas Poliestireno Areia Vidro de
porosidade
controlada
Celulose Colageno Poliacrilato Bentonita Ceramica de
porosidade
controlada
Agar Albumina Polivinil Homoblenda Silica de
porosidade
controlada
Amido Seda Nylon Pedra-pome Oxido de ferro

Um ponto a ser ressaltado, no caso de materiais porosos, é a verificacdo do
didmetro do poro. Suportes porosos possuem grande area superficial interna
disponivel para a imobilizacdo, favorecendo a estabilidade do produto final, visto
que o poro cria um microambiente que protege a enzima de variagdes externas como
turbuléncias, temperaturas e pH. Portanto, para que a enzima possa utilizar de toda a
area superficial disponivel o didmetro médio do poro deve ser maior que o didmetro

médio da enzima utilizada (Dalla-Vecchia et al., 2004). Materiais ndo porosos, como
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por exemplo, solidos lamelares, ndo apresentam efeito de resisténcia de massa
interna, em contrapartida, apresentam baixa area superficial disponivel para
imobilizacdo (Brasil, 2008).

A classe dos polimeros, sejam eles naturais ou sintéticos, estd em constante
crescimento no campo das imobilizagdes (Mateo et al., 2007). Polimeros sintéticos
apresentam variedades de formas fisicas e quimicas, podendo ser associadas para
formar o suporte ideal, como pode ser visto no estudo de Gontijo (2011) utilizando
suportes sintéticos associados a fim de viabilizar a imobilizagdo de B-glicosidase.
Entretanto, polimeros naturais podem ser considerados mais vantajosos devido a sua
facilidade de degradacéo, diminuindo os danos para 0 meio ambiente (Dalla-Vecchia
etal., 2004).

Devido a suas propriedades fisicas, 0s suportes inorganicos sao mais
apropriados para a utilizagdo em escala industrial. Dentre as vantagens, pode-se
citar: maior resisténcia mecanica, estabilidade térmica, resisténcia a solventes
organicos e, em alguns casos, facil regeneracdo por processo de pirdlise. Entretanto,
a maioria dos suportes comerciais sdo produzidos a partir de suportes organicos,
gracas principalmente a possibilidade da insercdo de grupamentos funcionais,
visando a otimizacdo do procedimento de imobilizagdo através de ligacoes
covalentes (Gontijo, 2011).

Dentre os suportes estudados para imobilizacdo de enzimas, podemos citar 0s
suportes comerciais de silica (Vescovi, 2012), fibra de coco (Brigida 2006; 2010) e
0s suportes comerciais de agarose (Gontijo,2011), quitosana (Vieira,2009), 2009),
Poli-hidroxibutirato (Mendes,2009), agarose (Vieira,2009) entre varios outros tipos

de suportes.

1.3.2. FIBRA DE COCO — COQUEIRO ANAO

O coco verde é amplamente produzido no Brasil para a obtengdo da agua de
coco. A diferenca deste para o coco maduro € que o primeiro é coletado antes de
atingir seu estado final de maturacdo, aproximadamente entre o sexto e sétimo més,
no momento em que 0 coco possui seu maior volume de agua no interior (Aragdo et
al., 2002). Na Figura 5 (Martins, 2010) é possivel verificar que os coqueiros anao e

hibrido, principais variedades utilizadas para produgdo de coco verde, correspondem

15



a 30% da producdo total nacional. J& o coqueiro gigante, principal produtor de coco

maduro, utilizado principalmente na culinaria, apresenta 70% do total produzido.

B Coqueiro Giganie
B Cogueiro Ando

B Coqueiro Hibrida (G = A)

Figura 5 - Distribuicdo dos grupos varietais explorados comercialmente no Brasil

(Martins, 2010).

A casca de coco verde, residuo da extragdo/consumo de agua de coco é, em
grande parte, descartada. Tal geracdo de residuos se apresenta como um problema
para 0s centros urbanos, pois o material, geralmente depositado em aterros sanitarios
ou lixdes, é de lenta degradacdo e volumoso (Rosa et al, 2002).

A partir da casca de coco, é possivel extrair a fibra de coco. E, dentre algumas
aplicactes que vem sendo estudada para o aproveitamento da mesma, a literatura
reporta alguns trabalhos que utilizam a fibra de coco verde como suporte para
imobilizacdo.Por exemplo, Silveira et al. (2011), produzindo um suporte de fibra de
coco com lactase imobilizada, Soares (2014) avaliando a imobilizagéo de lipase de
aspergillus niger em diferentes tipos de suportes, dentre eles, a fibra de coco.
Brigida (2006), que conseguiu um produto 363 vezes mais estavel que a enzima
livre, ou Cristovdo et al (2011) gerando um catalisador capaz de promover a
degradacéo de corantes com capacidade de reutilizacéo,

A partir da Figura 6, os principais grupos funcionais presentes na superficie da
fibra de coco verde podem ser visualizados. Picos de absorbancia proximo do
nimero de onda de 3344 cm™ é um sinal caracteristico de fibras lignocelulosicas e
caracteriza a vibracdo axial (O-H) de moleculas de celulose (Briigida, 2010). A
banda 2893 cm™ é o sinal caracteristico de grupamentos (C-H); 1373 cm™ é o sinal
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caracteristico de grupamentos (C-CH3). Segundo Dam et al. (2004), a presenca de
bandas entre aproximadamente1130 e 1600 cm™ s&o caracteristicas de lignina tipo
guaiacil-siringil, tipico de monocotiledoneas, que é o caso do coqueiro. O sinal em
1728 cm™ significa a presenca de carbonos anomericos. Segundo Macedo (2005),
bandas entre 1517 & 1447 cm™ significam o estiramento das ligacées (C=C) de
grupamentos aromaticos da lignina. Na fibra analisada por Brigida, estas bandas
estavam deslocadas para 1508 & 1423 cm™. A banda apresentada em 1373 cm™
representa as deformacdes das ligagbes (C-H) nos grupos de celulose e hemicelulose
(D’ Almeida, 2007). As vibragdes de esteres, eteres ou grupos fenois se apresentam
no sinal 1238 cm™. Sinais referentes as deformacdes de ligaces (C-O-C) de grupos
metoila ou (C-O) presentes em celulose, hemicelulose e lignina. A presenca de
grupamentos (O-H) possibilita, principalmente, a funcionalizacdo da superficie da

fibra visando imobilizacéo covalente.

Fibra Natural
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Figura 6 — Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) da
fibra de coco verde (Fonte: Brigida, 2010).

A caracterizacdo quimica da fibra de coco verde foi realizada por Brigida (2010) e
segue apresentada na Tabela 3. Segundo o trabalho apresentado, a fibra apresenta o
valor de 82,11% de holocelulose, sendo que este é formado de hemicelulose e celulose.
O valor de celulose apresentado foi de 45,93%, portanto, existe 36,18% de

hemicelulose. Este valor estd de acordo com a faixa de valores 14 - 30% citados por
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Satyanarayana (2007). Os valores de lignina e celulose encontram-se dentro da faixa

reportada para fibras de coco, segundo descrito por Rosa et al. (2002).

Tabela 2 — Teores de Lignina, Celulose e Hemicelulose da fibra de coco. Fonte: Brigida
etal., 2010.

Parametro Valor
Lignina Klason Soluvel 2,92%(6,73 = 1,00 mg/L)
Lignina Klason insoluvel 40,22 +5,79%
Celulose 45,93 + 1,50%
Holocelulose 82,11 £ 3,21%
Hemicelulose 36,18%

Analise morfoldgica da fibra realizada por Brigida (2010) mostra que a fibra
possui diametro com valores variando de 0,069 - 0,495 mm, sendo o valor médio
obtido de 0,157 + 0,087 mm. A Figura 7 comprova a irregularidade da superficie das

fibras com imagem da fibra de coco verde.

S0km

Figura 7— Fibra de coco verde. Fonte: Brigida, 2010.
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1.3.3. SiLICcA

A silica é um suporte comercial amplamente difundido na industria, conhecido
por sua alta area superficial, favorecendo a imobilizacdo de grande parte das enzimas
presentes no extrato enzimatico.

O suporte comercial de silica é basicamente composto por silicio (Si) e
oxigénio (O). O silicio em muitas situacdes se comporta como o carbono, formando
estruturas coordenadas tetraédricas, possuindo rede cristalina idéntica a do diamante.
A denominacéo silica compreende uma grande classe de oxidos, sendo eles com as
formulas gerais SiO2; SiO2.nH20. Neste arranjo tetraédrico, o dtomo de silicio
encontra sua estabilidade quando coordenado por quatro atomos de oxigénio,
independendo do estado, temperatura ou pressédo do meio (Shriver, 2008).

Este suporte possui algumas importantes caracteristicas:

E considerado macro poroso, ou seja, ndo possui problemas relacionados a tamanho

dos poros, que poderia inviabilizar a imobilizacdo enzimatica no interior da matriz de
silica;

e Alta area superficial, que permite um maior rendimento da imobilizac&o

e Utiliza a adsor¢do como meétodo de imobilizacéo primario;

e E um suporte ndo ibnico, o que favorece mais a imobilizacdo pelo método de
adsorcéo.
Variados trabalhos ja se utilizaram da silica como matriz solida para a imobilizacéo
enzimatica. Podemos citar os trabalhos abaixo:

e Comparacao entre fontes de lipase e suportes ( Canilha, et al., 2006)

e Producéo de biodiesel através de lipases vegetais (Vescovi, 2012);

e Producdo de biocatalisador a base de [-glucosidase imobilizada em silica
(Gontijo,2011);

e funcionalizacdo da silica e imobilizacdo de lipase de Burkholderia cepacia (Silva,
2012);

A silica comercial foi utilizada neste estudo, pois, além de ser amplamente
utilizada industrialmente, possui a hidroxila (O-H) como principal grupo funcional,
assim como a fibra de coco. Portanto, também permite a funcionalizacdo para

trabalhos com imobilizagdes por ligagédo covalente.
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CAPITULO 2: MATERIAIS E METODOS

2.1. MATERIAIS

2.1.1. ENZIMAS

As enzimas utilizadas neste estudo foram lipases de duas fontes distintas descritas

a sequir:

2.1.1.1. Lipase de Yarrowia Lipolytica (LYL)

O extrato bruto, rico em lipase de Y. Lipolytica IMUFRJ 50682, microrganismo
isolado da baia de Guanabara (Hagler, 1981), foi obtido através de processo descrito por
Amaral (2007). Inicialmente, preparou-se um pé de cuba a partir de 2 alcas de cultivo
solido de Yarrowia Lipolytica IMUFRJ 50682 inoculada em 200 mL de meio YPD (2%
de glicose, 1% de extrato de levedo e 2 % de peptona). O crescimento foi realizado a
160 rpm e 28°C por 48 horas. A partir do pé de cuba, inoculou-se um biorreator de 2L
(com 1,5L de volume util) contendo YPD (2% de glicose, 1% de extrato de levedo e
0,64% de peptona) de forma que a concentracéo inicial foi de 1 mg/mL de celulas. A
producdo ocorreu a 28°C, 650 rpm, 1,5 L/min de vazdo de oxigénio e 20% de
perfluorocarboneto (PFC). Apds 24 horas de cultivo, todo o material foi centrifugado a
3000 g, 10°C, por 10 min, e posteriormente filtrado em membrana Millipore de 50
micras a fim de separar as células e obter o extrato bruto rico em lipase de Y. Lipolytica.

2.1.1.2. Candida antarctica tipo B (CALB)

A lipase de Candida antarctica foi utilizada com o objetivo de otimizar um
protocolo j& existente de imobilizacdo por ligacdo covalente em fibra de coco. A
solucdo de lipase do tipo B de Candida antarctica (CALB) foi gentilmente cedida pela

Novozymes Latin America Ltda, Parana, Brasil.
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2.1.2. SUPORTES

2.1.2.1. Fibra de coco

As fibras de coco foram gentilmente cedidas pela Embrapa Agroindustria
Tropical, sendo utilizadas apenas fibras entre 32 a 35 mesh. Antes de serem utilizadas
estas foram lavadas exaustivamente com 4agua para remocdo de impurezas e

posteriormente secas até peso constante em estufa a 60°C.

2.1.2.2. Silica (IB-S60S)

A silica utilizada no estudo foi adquirida através do grupo Chiralvision. O modelo
em questdo € o Immobead S60S. Possui tamanho médio de particula de 60 - 200 um e
contem 2% de agua.

O suporte de silica comercial utilizado foi utilizado pois apresenta grande area
superficial, caracteristicas ndo ionicas (favorecendo a imobilizacdo por adsorgédo) e
grupamentos hidroxila necessarios para as rea¢des. Este suporte foi gentilmente cedido
pelo Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCAR) por

intermédio do Prof. Paulo Waldir Tardioli.

2.1.3. REAGENTES

Para as reacdes de hidrolise foram utilizados p-nitrofenil laurato (Fluka) e azeite
de oliva (Galo) como substratos. Para determinacdo de proteina utilizou-se soro
albumina bovina (Merck) como padrdo, azul de Coomassie brilhante G-250 (Vetec),
alcool etilico P.A. e &cido orto-fosforico P.A. da Vetec. 3-Glicidoxipropil
trimetoxisilano (Aldrich Chemical Co) foi utilizado como agente funcionalizante na
imobilizagdo por ligagdo covalente da fibra de coco. Octiltrietoxisilano gentilmente
cedido pelo Departamento de Quimica da UFSCAR utilizado como agente
funcionalizante da silica. Outros reagentes também foram utilizados como: hexano P.A.
(Synth), fosfato de sodio monobésico P.A. (Vetec), fosfato de sodio dibasico P.A.
(Vetec), hidroxidode sodio P.A. (Vetec), periodato de sodio P.A. (Vetec), biftalato de
potassio P.A. (Vetec), boro-hidreto de sddio (Vetec), fenolftaleina P.A. (Vetec), acido
nitrico P.A. (Reagen), &cido sulfurico P.A. (ACS), dentre outros reagentes, todos de

grau analitico e de marcas diversas.
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2.2. METODOS ANALITICOS

2.2.1. ATIVIDADE ESTERASICA EM P-NITROFENIL LAURATO

A reagdo de hidrolise de p-nitrofenil laurato (pNFL) foi definida como a

metodologia padrdo para a medida de atividade esterasica neste trabalho.

2.2.1.1. Atividade da enzima livre

A atividade enzimatica foi quantificada através de um método utilizando a
espectrofotometria. Uma solucdo de pNFL contendo 560 uM em tampdo fosfato de
potassio a 50 mM e pH 7 foi utilizada como substrato.

Para a producdo desta solucdo primeiro a massa de p-nitrofenil laurato foi
dissolvida em dimetilsulfoxido na propor¢do 0,018g/mL e entdo diluido no tampéo.

A determinacdo da atividade de enzima livre foi realizada adicionando-se 0,2 mL
de solucdo da mesma em 1,8 mL de substrato a 37°C, e, medida através da variacdo de

absorvancia em 410nm durante 100 segundos (Amaral, 2007).

O calculo da atividade foi realizado através da equacao descrita abaixo.

_ Mbs*D* f*Vy
At*V

sendo:

A - a atividade da enzima (U/L), onde uma unidade (U) de atividade enzimatica
esterasica foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de p-nitrofenol
por minuto nas condic¢des do ensaio;

AAbs - a variagao de absorvancia no intervalo de tempo At (em minutos) transcorrido
durante a fase de aumento linear dos valores de absorvancia;

D - a diluicdo realizada para a leitura da solugdo enzimatica;

f - o fator de conversdo dos valores de absorvancia para a concentragdo de pnitrofenol,
cujo valor ¢ 245,1 umol/L (para cubeta de acrilico) e 136,8 umol/L (para cubeta de
quartzo) para o espectrofotdmetro utilizado;

At - 0 tempo decorrido de analise, em minutos;

VA - 0 volume (L) da solugdo enzimaética utilizada no ensaio e
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VR - 0 volume (L) do meio reacional total.

2.2.1.2. Atividade da enzima Imobilizada

No caso da medida de atividade de lipase imobilizada, 30 mL de solucdo de pNFL
descrita no item 2.1.1, foram colocados em contato com 0,3 g de enzima imobilizada,
sendo o sistema mantido sob agitacdo magnética, a 37°C, por um periodo de 10
minutos. A reacdo foi acompanhada através da leitura de absorvéncia realizada em
intervalos de 1 minuto (Brigida, 2010).

Neste caso, o calculo da atividade foi realizado através da equacdo descrita abaixo

_ AAbs X f X Vr
B At *Va

sendo:

A - a atividade da enzima (U/kg), onde uma unidade (U) de atividade enzimatica
esterasica foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de p-nitrofenol
por minuto nas condicdes propostas;

AAbs - a variagdo de absorvancia no intervalo de tempo At (em minutos) transcorrido
durante a fase de aumento linear dos valores de absorvancia;

f - o fator de conversdo dos valores de absorvancia para a concentragdo de pnitrofenol,
cujo valor ¢ 245,1 umol/L (para cubeta de acrilico) e 136,8 pmol/L (para cubeta de
quartzo);

At - 0 tempo decorrido de anélise, em minutos;

VR - 0 volume (L) do meio reacional total e

MA - a massa, em kg, de enzima imobilizada utilizada.

2.2.2. ATIVIDADE LIPOLITICA EM EMULSAO

A atividade hidrolitica das lipases foi determinada pelo método de hidrélise do
azeite de oliva seguindo o método descrito por Vescovi (2012). O procedimento baseia-

se na hidrélise de uma emulsdo azeite de oliva-goma arabica a 37°C, sendo adicionado
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1 mL de solucdo enzimética, ou de 0,3 g de imobilizado enzimatico a 9 mL da emulséo
com reacgdo por 5 min e agitacdo constante de 200 rpm. Apds o periodo de incubacédo a
reacdo é paralisada com a adi¢do de 10 mL de alcool etilico. Os &cidos graxos liberados
foram quantificados por titulacdo em titulador automatico Metrohnm modelo Ti-Touch
916 utilizando NaOH 0,025M.

O meio reacional foi preparado misturando-se 48 mL de tampdo fosfato de sddio
100 mM (pH 7,0), 30 mL de azeite de oliva, 30 mL de agua e 2,19 de goma arabica.
Uma unidade (U) de atividade enzimatica representa a quantidade de enzima que libera
1 umol de acido graxo por minuto, nas condi¢des do ensaio. O calculo da atividade foi

realizado pela equagdo descrita abaixo:

Atividade ( ;_zmol ) = (Va—Ve)x N x1000
min . ml txm

Sendo:
m - massa de enzima livre ou imobilizada (mg).
N - normalidade da solucdo de KOH (N).
t - tempo de reagéo (min).
VA - volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL).

VB - volume do KOH gasto na titulagdo do branco (mL).

2.2.3. MODIFICACOES QUIMICAS NO SUPORTE

2.2.3.1. Funcionalizacdo da fibra de coco

O processo de funcionalizagéo da fibra de coco verde com GPTMS teve por base
o0 protocolo desenvolvido por Brigida et al. (2007). O suporte foi ativado utilizando um

processo de 4 etapas demonstradas na Figura 8.
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Protonaciio:

+ HNO, ——  — OH
Silanizaciio:
ocC 0
Pty I ocH, o
—0OH + CI’I:,O—Si—(CI‘IQ)S-O-CI']Q-CH-CI'Iz e —0 —Si—(CHz)z—O-CHQ—CH—CHz + CHQOH
GPTMS !
OCH, OCH,

Hidrolise dos srupos epoxidos:

OCH, 0 OCH,

[ A |
i c|) -8i-(CH,)%-O-CH,-CH-CH, + H50, — " —(]) -$i-(CH,)-0-CH,-CH-CH,
OCH, OCH, OH OH
Oxidacdo:
?CHs ?CH::
= tll —Si—(CHQ),—O-CHz—(%H—ClH2 + MNalQy—— — CIJ -8i-(CH,),-O-CH,-CHO
OCH, OH OH OCH,

Figura 8 — Representacdo quimica do processo de funcionalizagdo da fibra. Fonte:
Brigida, 2006.

Para a realizacdo da protonacédo das fibras, atraves da ativagdo dos grupamentos
hidroxila do suporte, foram utilizados 30 mL de solucéo de acido nitrico 10% (v/v) para
cada grama do suporte. Em seguida foram realizadas sucessivas lavagens com &cido
nitrico 10% e solucBes de concentracao crescente de acetona (20%,50% e 100%) para
posterior secagem em estufa a 60°C por uma hora.

Na etapa de silanizacdo, novamente respeitando a relacdo de 30 mL por grama de
suporte, a fibra foi posta em contato com uma solugcdo de GPTMS com correcdo de pH
para 8,5 com KOH. A incubacdo foi realizada por 5 horas a temperatura de 60°C com
agitacdo constante. Ao final deste procedimento novamente foi realizado uma sesséo de
sucessivas lavagens com agua destilada seguida de solugdes de acetona (20%, 50% e
100%) e posterior secagem em estufa a 60°C por uma hora.

A hidrdlise dos grupos epdxidos foi realizada, novamente respeitando a relacéo de
30 mL por grama de suporte, através do contato do suporte com uma solugédo de acido
sulfdrico 0,1 M com tratamento por 2 horas a 85°C com agitacdo constante e posterior

lavagem com agua, solucdes de acetona e secagem em estufa a 60°C por uma hora.
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A etapa final da funcionalizacdo é a formacdo de terminacgdes aldeidicas, através da
oxidacdo do suporte com uma solucdo de periodato de sodio 40 mM. A relacdo
solucdo/suporte neste caso é diferente sendo de 5 mL de solucdo para cada grama de
suporte. A oxidacdo foi realizada a temperatura ambiente por uma hora, sendo a fibra
posteriormente lavada exaustivamente com agua destilada. Em seguida o suporte foi
lavado com tampéo fosfato 5 mM pH 7, respeitando a relagdo de 30 mL para cada

grama de suporte, e posterior secagem a VAacuo.

2.2.3.2. Funcionalizacdo da silica

O suporte de silica (IB — S60S) foi ativado com o agente funcionalizante
octiltrietoxisilano (C8 — TEOS), visando aumentar a hidrofobicidade do suporte, através
da incorporacdo de grupamentos octil a matriz de silica (Tonhi, 2002). O processo se
baseia na reacdo da silica com a solucdo do reagente em coluna de refluxo por 3 horas a
85°C, mantendo uma relagédo de 10mL de uma solucdo de octiltrimetoxisilano com
hexano para 1g de silica.

Ap0bs o final do processo, deixa-se o0 suporte em estufa até peso seco, devendo ser

posteriormente armazenado em temperaturas baixas (Gontijo, 2011).

2.2.3.3. Tratamento quimico das fibras com peroxido de hidrogénio

Para a oxidacdo da fibra de coco verde foi utilizado o protocolo relatado por
Brigida et al. (2010), 100 mL de uma solucdo contendo 0,05g de NaOH e 18 mL de
peroxido de hidrogénio (30% v/v) foi preparada. 2 g de fibra, previamente lavada com
agua, foram adicionados a 40 mL da solucdo, sendo deixado em banho-maria a 85 °C,
sob agitacdo, por 2 horas. Posteriormente, uma lavagem com 200 mL de agua quente
(temperatura entre 90 e 100 °C) e agua fria (a temperatura ambiente, 25 °C) em excesso

foi realizada. Por fim, secou-se em estufa a 60 °C até peso constante.

2.2.4. METODOS DE IMOBILIZACAO

2.2.4.1. Adsorgao

A imobilizacdo da lipase por adsorcdo (LYL em fibra de coco natural, fibra de
coco tratada com perdxido e silica funcionalizada) ocorreu a temperatura ambiente, por

periodos de tempos definidos, fazendo-se uso da técnica de banho finito. O banho finito
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foi realizado em seringas de 5 mL com agitacdo controlada por agitador rotativo,

conforme demonstrado na Figura 9.

Figura 9 — Agitador rotativo utilizando durante a imobiliza¢éo

A proporgédo enzima-suporte utilizada para imobilizacdo foi a mesma descrita por
Brigida et al. (2008), ou seja, para cada grama de suporte, devem ser utilizados 10 mL
da solucdo contendo lipase em tampédo fosfato 25 mM, pH 7. ApoOs a adsorcdo, a
solucdo sobrenadante é separada do suporte através de filtracdo, e o derivado submetido

a lavagens com o tampdo fosfato de s6dio 100 mM e posterior secagem a Vacuo.

2.2.4.2. Lligacdo covalente

A imobilizacdo pelo método da ligacdo covalente (CALB em fibra de coco
funcionalizada) segue o mesmo protocolo da imobilizacdo por adsorcdo utilizando
variadas solucdes enzimaticas em tampdo fosfato 25mM em pH 7. Entretanto, ao final
do processo, apds as lavagens com o tampdo 100 mM e posterior secagem a Vacuo,
deve-se realizar as reducdes das bases de Schiff geradas. Isto é realizado através da
adicdo da solucdo de borohidreto de sddio em variadas concentracdes ao suporte. Este
contato da solugdo — suporte deve ser realizado por 30 minutos e a 4°C. Apds o contato

deve ser novamente realizada a lavagem com tampé&o 100 mM.
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2.2.5. VARIAVEIS DE RESPOSTA

2.2.5.1. Rendimento de imobilizagao

Além de acompanhar a atividade no biocatalisador gerado €é necesséaria a
informacdo do rendimento da imobilizacdo. O rendimento de imobilizacdo (R) pode ser
definido como a quantidade de enzima teoricamente imobilizada no suporte. Ou seja, 0
percentual de enzimas que foram imobilizadas no suporte versus a quantidade de

enzimas presentes na solucdo disposta para a imobilizacéo, conforme equacéo abaixo:

At
100
;flfb

R(%) = | 1

Sendo:

Ats a atividade esterasica medida no sobrenadante apds um dado periodo de
imobilizacao (U);

Atb a atividade esterdsica medida numa solugdo ‘“branco” de mesma
concentracdo inicial que a solucdo destinada a imobilizacdo ap6s o mesmo periodo
destinado a Ats (U);

2.2.5.2. Atividade recuperada

Como o rendimento da imobilizacdo, a atividade aparente (Atrecuperada) é outro
calculo necessario para avaliar a efetividade da imobilizacdo. Neste calculo consegue-se
avaliar o percentual de enzimas que foram imobilizadas de forma eficiente, ou seja, sem
alterar seu sitio catalitico. Portanto, é a relacdo de quantas, das enzimas teoricamente

imobilizadas, se encontram ativas. A equacao abaixo quantifica este valor:

Aty
At recuperada — +100
Al *
Ms
Sendo:

Atd a atividade hidrolitica medida no derivado (U/g);
At0 a atividade hidrolitica na solucéo inicial de enzima (U);

Ms massa do derivado (g);
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R o rendimento de imobilizacdo (%).

2.2.5.3. Teor de Proteina

Para determinacdo do teor de proteina nas solugdes enzimaticas, utilizou-se a
metodologia desenvolvida por Bradford (1976). O reagente de Bradford foi preparado a
partir da dissolucdo de 100 mg de azul de Coomassie em 50 mL de etanol 95% e
posterior adicdo de 100 mL de acido orto-fosforico 85% (p/v). A solucdo final foi
diluida com agua destilada para um volume final de 1 L. Em um tubo de ensaio,
adicionaram-se 3 mL do reagente de Bradford a 0,3 mL da amostra, agitou-se o tubo em
agitador vortex e esperou-se por 2 minutos para realizar a leitura de absorbancia (A =
595 nm) em espectrofotdmetro.

Para obtencdo da curva padrdo da proteina, correlacionaram-se os valores de
absorvancia obtidos a partir da leitura de solugbes de albumina de soro bovino em
concentragBes conhecidas de proteina, variando-se a concentragdo entre 0 e 300 pg de

proteina/mL.

2.2.5.4. Estabilidade Térmica

Nos estudos de estabilidade térmica, a lipase (Seja em seu estado livre ou
imobilizado) foi suspensa em tampdo fosfato 0,1M pH 7 e incubada a 60°C com
posterior medida de atividade de hidrolise de p-nitrofenil laurato acompanhada ao longo
do tempo. A atividade enzimatica de hidrolise no instante zero foi definida como sendo
100%. Em intervalos de tempo predeterminados, a atividade enzimatica, medida pelo
método da atividade esterdsica, foi medida e expressa em percentagens da atividade
inicial. Com base no perfil de desativagdo térmica, foram calculadas as constantes de
desativacao térmica (kd), o tempo de meia vida aparente (t1/2) e o fator de estabilizacéo

(F), sendo este ultimo descrito por Brigida (2006) conforme a equagao abaixo:

(F) — rl-"l(EI)

o (Es)
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sendo t 1/ 2 (El)tempo de meia vida aparente da enzima imobilizada e t 1/ 2 (ES) tempo
de meia vida aparente da enzima sollvel, obtidas conforme descrito por Henley e
Sadana (1985).

2.2.6. ESTABILIDADE OPERACIONAL

Nos estudos de estabilidade operacional, uma mesma massa de lipase imobilizada,
teve sua atividade medida repetidas vezes. O processo de lavagem do catalisador entre
as medidas de atividade se deu através de lavagens com tampé&o fosfato 100 mM pH 7
seguida de secagem a vacuo, para posterior pesagem do catalisador recuperado.

Os valores de atividades foram calculados conforme explicitado no item 2.1.2 do
presente capitulo. O valor obtido na primeira medida foi definido como 100% e todos os

outros expressados como percentual dele.

2.2.7. PULVERIZACAO DE SUPORTES

O procedimento para a pulverizacdo deste suporte foi desenvolvido em conjunto
com o professor Paulo Waldir Tardioli da UFSCar, em Séao Paulo.

A pulverizagdo tem como objetivo a cominui¢do dos suportes. Dessa forma, pode-
se obter um suporte que apresente pouca ou quase nenhuma das barreiras difusionais
apresentadas durante sua medida de atividade.

O procedimento realizado foi deixar uma amostra de suporte apds o processo de
imobilizagdo suspensa em tampdo fosfato em camara fria (préximo de 0 °C) em
agitacdo vigorosa na placa magnética. Apos 24 h deve-se retirar a amostra e seca-la a

Vacuo.
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CAPITULO 3: RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Lipase tipo B de Candida antarctica

Estudos com a lipase tipo B de Candida antarctica (CALB) foram realizados com
0 objetivo de aperfeicoar um protocolo de imobilizacdo por ligacdo covalente ja
apresentado por Brigida et al. (2007). Para tanto, avaliou-se a influéncia do tempo de
contato, da concentracdo de 3-glioxidopropil trimetoxi silano (GPTMS), das lavagens
po6s borohidreto de sddio na atividade e na estabilidade térmica da lipase imobilizada
por ligagéo covalente.

3.1.1. Concentracdo de Borohidreto de sodio

Para que uma imobilizacdo covalente ocorra, apds o processo de contato entre o
suporte funcionalizado com GPTMS e a enzima, devem-se reduzir as ligacdes de Schiff
geradas a aminas secundarias (Adriano, 2004). A reducdo das bases de Schiff é uma
reacdo ndo reversivel e, portanto, promove uma ligacdo estavel da enzima ao suporte

evitando desprendimento.

O estudo da concentracdo do borohidreto, o0 agente redutor da reacéo, foi realizado
visando a reducdo das ligagdes enzima-suporte formadas evitando perdas significativas
na atividade e estabilidade das enzimas imobilizadas. O borohidreto, além de agente
redutor, é responsavel por converter os grupos aldeidos remanescentes no suporte apos a
imobilizacdo em hidroxilas inertes (BLANCO, CALVETE e GUISAN, 1989). Para
tanto, testou-se duas concentracGes de solucao de borohidreto de sédio (0,5 e 1 mg/mL).

O efeito da reducdo da ligacdo na atividade do biocatalisador imobilizado foi
realizado para os tempos de 2 e 4h de contato (Figura 10). Independente do tempo de
contato, a atividade do derivado reduziu para 50 e 30 % da atividade inicial quando se
utilizou 0,5 e 1 mg/mL de NaBH4, respectivamente. A queda de atividade apresentada
pode ser devido ao ataque do NaBH4 as pontes dissulfeto da enzima, tornando-a inativa.
Estes valores sdo ligeiramente menores quando comparados aos apresentados por por
Brigidaet la. (2007) para concentracdes de 0 a 6 mg/mL, contudo sem variacdo do
tempo de contato. Entretanto o perfil formado pode ser considerado coerente com 0s

dados.
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Selecionando o tempo de 4h, devido a seu maior fator de estabilidade, como sera
esclarecido na tabela 3, visando garantir a formacéo das ligaces covalentes, avaliou-se
a estabilidade térmica a 60 °C dos 3 derivados obtidos apds imobilizacdo a pH 10
(Figura 11). Para as concentragdes de 0 e 0,5 mg/mL, observou-se alta estabilidade do
derivado obtido, mostrando que a ligagdo multipontual da lipase trouxe mais
estabilidade a condigdes extremas. Contudo, a concentragdo de 1 mg/mL de NaBH4,
além de reduzido as bases de Schiff e inativado os grupamentos aldeidos remanescentes,
deve ter quebrado pontes dissulfetos ou ligacfes peptidicas presentes na estrutura das
enzimas, reduzindo a estabilidade das mesmas. Embora a concentragdo de 1mg/mL
tenha sido utilizada para outras enzimas (Cardias et al., 1999; Pereira et al., 1997),
Brigida et al. (2007) também reportou grande perda de estabilidade quando utilizou
NaBH4 nesta concentracdo para CALB. Os dados da Figura 11 apresentam alta faixa de
erro devido ao baixo valor absoluto de atividade enzimatica aparente em suportes

imobilizados em pH 10, portanto, favorecendo erros percentuais maiores.
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Figura 10 — Efeito da concentracdo de borohidreto de sédio na atividade de CALB
imobilizada por ligacdo covalente a pH 7 em fibra de coco funcionalizada com 5% de
GPTMS.
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Figura 11 — Efeito da concentracdo de borohidreto de sddio na
estabilidade térmica a 60°C de CALB imobilizada por ligacdo
covalente a pH 10 em fibra de coco funcionalizada com 5% de
GPTMS .

3.1.2. Influéncia do Tempo de Contato

O tempo de contato enzima-suporte foi estudado visando determinar o tempo
minimo necessario para obter um derivado ativo com CALB imobilizada por ligacédo
covalente (Tabela 4). Maior atividade foi encontrada apds 6h de contato (467 U/Kg),
entretanto sua estabilidade térmica foi menor quando comparada aos valores obtidos
para 2 e 4h, tal queda na estabilidade pode ser justificada na formagdo de uma camada
de enzimas adsorvidas sobre as enzimas ligadas na forma covalente, gerando um
aumento da atividade aparente e uma menor estabilidade. Tais dados estdo de acordo
com os encontrados por Brigida (2007) para imobilizados com 0 mg ou 1,0 mg de
borohidreto de sédio em CALB imobilizada em pH 7. O objetivo deste estudo foi
avaliar um maior leque de opg¢des para se otimizar este processo. Portanto, avaliando
esses dois parametros e observando o tempo de meia vida e constante de desativacao foi
observado que para o tempo de 4h a enzima imobilizada apds 4h de contato mostrou-se

25 vezes mais estavel que a enzima livre.
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Tabela 3 — Efeito do tempo de contato na atividade e estabilidade térmica de CALB
imobilizada por ligacdo covalente a pH 7 em fibra de coco funcionalizada com 5% de
GPTMS.

Ativ. do kd
Derivado Derivado ty; (h) F
-1
(Ulkg) (h™)
CALB
) - 0,097 7,2 1
Livre

2h 411+ 17 1,7 0,32 17,5+ 0,6
4h 383+ 30 2,5 026 25510
6h 467 + 23 2 055 20,3+0,6

3.1.3. Estudo do Numero de Lavagens

O borohidreto de sodio, se ndo for completamente retirado durante as lavagens
p6s imobilizacdo pode causar uma reagdo entre grupos amina da enzima com
grupamentos aldeidicos do suporte, pois nenhum passo para transformar a base de schiff
em ligacdes de aminas secundarias, mais estaveis, foram realizados. Portanto, a fim de
identificar o numero de lavagens com tampéo fosfato que sdo necessarias para remocao
do NaBH4 residual que estaria em contato com o derivado ap6s a reducdo das bases de
Schiff, estudos comparativos apés 2, 3, 4 e 5 lavagens foram realizadas avaliando a
atividade final do derivado e a atividade residual (onde 100% foi considerado como a
atividade do suporte imobilizado sem lavagens) deste quando submetido a 4h a 60°C em
banho umido (Figura 12). As lavagens ndo influenciaram no valor da atividade do
derivado final, obtendo discretos aumentos devido a retiradas de NaBH4 residual
durante as lavagens que poderiam estar inibindo a atividade da enzima. Apds 4 h de
estudo de estabilidade térmica a 60°C, a atividade residual maxima foi de 50% no
derivado submetido a 5 lavagens. Nos derivados submetidos a 2 e 3 lavagens, possiveis
residuos de NaBH4 promoveram uma desativagcdo de parte das enzimas imobilizadas

refletindo numa atividade residual de 50 a 55%.
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Figura 12 — Efeito do nimero de lavagens ap6s tratamento com borohidreto na atividade
logo apo6s lavagem e na atividade residual ap6s 4h a 60°C em banho umido do derivado.

3.1.4. Efeito da Concentracdo de GPTMS na Estabilidade

O efeito da concentragdo de GPTMS na etapa de funcionalizacdo foi avaliado
visando o maior numero de grupos funcionais disponiveis para a formacao das bases de
Schiff entre a enzima e o suporte. Estudos da concentracdo de grupamentos aldeidos
formados a diferentes concentracdes de GPTMS oferecidas mostraram o0 mesmo valor
de aproximadamente 132 pumol de CHO/g, independente das concentra¢des de GPTMS
utilizada. Este valor foi proximo a valores obtidos por Pereira (1997) e Brigida (2006)
quando utilizaram 5% de GPTMS na funcionalizagdo de silica e fibra de coco
respectivamente. Contudo, Othman e Apblett (2009), em material mesoporoso,
conseguiram um suporte com 4500 umol de CHO/g (ligacao aldeidica), fazendo uso de
outra metodologia de funcionalizagdo. Com o aumento da concentracdo de GPTMS,
também néo foi observado variagdes nas atividades finais dos derivados obtidos apds
imobilizacdo em pH 6, 0 que d& indicios de que ndo houve diferenca entre 0s suportes
funcionalizados. Em contraponto, Lathouder (2008) verificou um aumento na atividade

da enzima imobilizada em diferentes funcionaliza¢cdes com GPTMS.

Para garantir que ndo ha diferenca entre os derivados obtidos por imobilizacéo a
pH 7 e pH 10, foram realizados (Figura 13 e 14). Os derivados obtidos em pH 7

mostraram perfis de estabilidade semelhantes, independente da concentracdo de
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GPTMS utilizada para funcionalizar. Quando imobilizado a pH 7, tem-se o
favorecimento apenas de 1 ligacdo covalente entre a enzima e o suporte, de forma a
considerarmos uma imobilizacdo por ligacdo uni pontual. Como ndo se observou
diferenca na atividade do derivado, era de se esperar que os derivados apresentassem
perfis semelhantes haja vista estarem ligados apenas por 1 base de Schiff ao suporte.
Pereira (1997) observou uma reducdo na estabilidade térmica em derivados de silica
obtidos com altas concentracdes de GPTMS. Contudo, nesse caso, houve diferenca nas

concentragcOes de grupamentos aldeidos nos suportes funcionalizados.

A lipase CALB, quando imobilizada a pH 10, tem outros grupamentos aminas dos
residuos de lisina disponibilizados para reagir com o grupamento aldeido do suporte
(Pereira, 1996). Logo, quanto maior a concentracdo de grupamentos aldeidos
disponiveis para ligacdo, maior o nimero de bases de Schiff formadas numa mesma
molécula de enzima, de forma a considerarmos uma imobilizacdo por ligacdo
multipontual. Ao avaliar a estabilidade térmica dos derivados obtidos a pH 10 (Figura
14), observou-se que também ndo houve influéncia da concentracdo de GPTMS haja
vista a alta estabilidade com 1% de GPTMS. Os derivados obtidos em pH 10 neste
trabalho foram mais estveis do que os obtidos por Cardias et al. (1999), onde se
observou tempo de meia-vida de 3h, também apresenta maior tempo de meia vida
guando comparado com os dados obtidos para CALB em pH 10 com 1,0 mg/L de
NaBH4 em Brigida et al. (2007), onde este apresentou valores menores que 2 h.
Portanto, foi determinado que a concentracdo 6tima de GPTMS foi de 1% devido a seus
perfis proximos, quanto comparados com as maiores concentracdes, seu alto custo e

toxicidade.
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Figura 13 — Efeito da concentracdo de GPTMS na estabilidade de CALB imobilizada
por ligacdo covalente a pH 7 em fibra de coco.

—o—1% de GPTMS
01 ---m--- 5% de GPTM 5
—-pa—- 2,5% de GPTMS
——17,5% de GPTMS

Atividade Residual (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 5

Tempo (h)

Figura 14 — Efeito da concentragcdo de GPTMS na estabilidade de CALB imobilizada
por ligacdo covalente a pH 10 em fibra de coco.

37



3.2. Lipase de Yarrowia Lipolytica

Os trabalhos com o extrato bruto de lipase de Yarrowia Lipolytica IMUFRJ 50682
(LYL) foram realizados com o intuito de gerar um biocatalisador de baixo custo com
alta atividade aparente e estavel, sendo portanto passivel de ser utilizado pela industria.
Para tanto o estudo utilizou a imobilizacdo por adsor¢éo, para reducédo dos custos e dois
tipos de suporte: a fibra de coco verde, rejeito agroindustrial de baixo custo; e a silica,

suporte com alta area superficial para imobilizagdes.

3.2.1. Imobilizagcdo em fibra de coco.

O trabalho apresentado por Brigida (2010) abordou a imobilizacdo de LYL
utilizando baixa carga enzimatica. verificando que a atividade do biocatalisador atinge
um maximo durante seu processo de imobilizagdo seguido de uma posterior queda. Este
efeito pode ser atribuido a presenga de outras enzimas ou proteinas no meio. Portanto o
que esta ocorrendo é uma provavel imobilizacdo seletiva ao final do processo. Para
entender melhor o processo de imobilizacdo e buscando a saturacdo do suporte,

realizou-se o estudo de imobilizagcdes em altas concentragdes enzimaticas.

3.2.1.1. FIBRA DE COCO NATURAL

Com o objetivo de verificar o efeito do aumento da carga enzimatica foi realizado
um estudo cinético de adsorcao utilizando concentracGes enzimaticas iniciais de 100 a
2500 U/L.
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Figura 15 - Cinética de adsorcdo de lipase de Y. Lipolytica em fibra de coco verde
natural.
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Figura 16 - Cinética de adsorcdo proteica de lipase de Y. Lipolytica em fibra de coco
verde natural.

Em maiores concentracbes pode-se verificar a presenca de um patamar de
atividade proximo de 600 U/Kg, enquanto pode ser observado na figura 16 que a
proteina adsorvida ainda ndo atingiu uma constante, mantendo seu perfil com um

crescimento positivo. Como observou-se atividades dos derivados crescente com as
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concentragOes iniciais de enzima utilizadas, associados ao fato da ndo estabilidade da
proteina adsorvida no periodo de tempo de 10 h, estudos com maiores concentracdes

enzimaticas devem ser realizado para obter a carga maxima do suporte.

Além disso, pode-se observar que tal patamar aparenta ser uma adsor¢ao seletiva
do suporte por outras proteinas do meio, que ndo as lipases. O pico de atividade seguido
de posterior queda corrobora com tal teoria. O perfil também foi apresentado nos
experimentos de Brigida (2008) em seu estudo da imobilizacdo de altas concentracdes
de CALB (30, 60, 90 U/mL) por adsorcdo em fibra de coco verde, enquanto a
quantidade de proteinas adsorvidas permanece em uma crescente constante. Tal efeito
seletivo j& foi analisado por Silva (2005) em imobilizagdes por adsorcdo utilizando

glutaraldeido.

3.2.1.2. FIBRA DE COCO TRATADA COM PEROXIDO DE HIDROGENIO

Com o objetivo de verificar o efeito do aumento da carga enzimatica na adsordo
de LYL em fibra tratada com peroxido de hidrogénio, foi realizado um estudo cinético

para concentracfes enzimaticas iniciais de 500 a 2500 U/L.
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Figura 17 - Cinética de adsorcao de lipase de Y. Lipolytica em fibra de coco modificada
com peroxido de hidrogénio.

Primeiramente foi observado que o tratamento quimico no suporte aumentou a
carga de enzima imobilizada (1200 U/kg)em comparagdo aos dados obtidos para fibra

natural (900 U/kg). Tal comportamento pode ser creditado ao fato de que apds o
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tratamento, a fibra obteve levemente aumento de sua &rea superficial através da limpeza
quimica promovendo uma maior &rea disponivel para a adsor¢do ou mesmo expondo
pontos de maior afinidade enzima-suporte. Através de uma microscopia eletronica para
andlise superficial da fibra, comparando novamente a fibra antes e ap6s o tratamento

quimico, pode-se verificar um aumento significativo da area superficial.

I,‘13ku X3S0 Seurm B00G28

(a) Natural (b) Oxidada

Figura 18 - Microscopia eletronica de varredura de fibra de coco: (a) natural e (b)
tratada com perdxido de hidrogénio. (Brigida, 2010)

Novamente foi observado a presenca de um patamar de atividade maxima, em 2 h
para algumas concentracfes. Entretanto, ainda ndo foi possivel determinar a carga
méaxima para este suporte, merecendo um estudo mais profundo com maiores
concentrages iniciais e tempos de contato. Ao compararmos com 0s dados obtidos por
Brigida (2010), onde foi realizada um estudo cinético da adsorcéo de solu¢do de 500
U/L de CALB em fibra de coco oxidada podemos notar que seu pico de atividade
méaxima ocorre em 1 hora de contato, ja no estudo com 500 U/L de LYL observa-se
umaconstante crescente até se atingir o patamar apds 8 horas de imobilizacdo. Ou seja,
do pool enzimético existente no extrato de LYL utilizado pode-se inferir que as enzimas
mais seletivas para o substrato deste estudo séo preferencialmente imobilizadas ap6s um
maior periodo de tempo, entretanto, para o caso da CALB pode-se inferir a presenca de
algum tipo de imobilizacdo seletiva, e por isso, ocorre uma queda em seu poder

catalitico quanto maior o periodo de imobilizacéo.
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3.2.1.3. IMOBILIZACAO DE LYL EM FIBRA NATURAL X TRATADA cCOM H202

Ao final desses estudos foram construidas as isoterma de adsorcdo para os dois

suportes estudados (fibra de coco natural e fibra de coco tratada com perdxido de

hidrogénio), tendo como base a atividade aparente do catalisador ao final do processo e

a quantidade de proteina adsorvida, como demonstrado abaixo nas Figuras 19 e 20.
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Figura 19 - Isoterma de adsor¢do com base na atividade de lipase de Y. Lipolytica

imobilizada em fibra de coco natural e oxidada.
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Figura 20 - Isoterma de adsorcdo com base na proteina adsorvida de lipase
em fibra de coco natural.

A isoterma de adsorcdo com base na proteina adsorvida, apresentada na figura 20
se adequa a parametros conhecidos como os de Langmuir utilizados por Oliveira
(2011). Ja a figura 19, comparando as isotermas de adsor¢do com base na atividade
obtida apds a analise dos dados das cinéticas de adsor¢do de LYL em fibra de coco
verde natural e tratada quimicamente possuem um perfil mais proximo ao linear,
conforme apresentado por Anastacio (2004). As isotermas da figura 20, com fibra
natural e tradada apresentam o mesmo perfil em atividades baixas, sendo isto devido a
possiveis preferéncias proteicas da fibra. O perfil difere em maiores concentracOes
enzimaticas devido a exposicao de sitios de afinidade e maior area superficial da fibra
oxidada, favorecendo um aumento de atividade para a fibra tratada quimicamente.

3.2.2. Estudo do processo de imaobilizacdo em suportes de silica

Os estudos utilizando o suporte de silica foram produzidos devido a previamente
discutida area superficial existente na silica, além disso, devido a sua facilidade de
trabalho, ndo toxidade e sua ja usual utilizagdo em estudos visando a aplicacéo
industrial (Gontijo, 2011). Tais fatores favorecem a obtencdo de um biocatalisador
com maior atividade aparente, e diminui¢do dos custos através da utilizagcdo da lipase

de Yarrowia.
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3.2.2.1. CINETICA DO PROCESSO DE IMOBILIZACAO

Durante a cinética de imobilizacdo foram avaliadas as atividades enzimaticas no
derivado gerado e no sobrenadante obtido ao final do processo. Os resultados, medidos
através da hidrolise da emulsdo do azeite de oliva, podem ser analisados nas Figuras 21
e 22.
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Figura 21 — Cinética de adsor¢do de lipase de Y. Lipolytica obtida a partir de extrato
bruto e imobilizada em suporte de silica ativada
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Figura 22 — Atividade hidrolitica apresentada no sobrenadante apos a imobilizagéo.
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Os resultados demonstram uma alta atividade no derivado em baixos tempos de
imobilizacdo e posterior queda, principalmente visualizado na solucao inicial de 10000
U/L. Tal fato pode ser explicado através de uma possivel barreira difusional, descrita
por Nemen (2010), mascarando o potencial catalitico real pois quando comparadas as
Figuras 21 e 22 é notdvel que grande parte das enzimas esteja de alguma forma

adsorvida no suporte, entretanto ndo em uma forma ativa ou com uma barreira

difusional.

Comparando os valores obtidos de atividade recuperada e rendimento de
imobilizacdo respectivamente nas tabelas 5 e 6 podemos observar que durante o estudo
foi obtido um maximo de atividade recuperada de 90,5% e com o rendimento de
imobilizacdo maximo em 97,7%, em tempos de imobilizacdo e concentragdes iniciais
diferentes. No trabalho apresentado por Cunha et al. (2008), utilizando lipase tipo 2 de
Y. Lipolytica em octil agarose, apresentou 71% de rendimento e 34% de atividade
recuperada maximos. J& quando Cunha e colaboradores analisaram a imobilizacdo em
MANAE-agarose a atividade recuperada maxima foi de 61%. No trabalho de Brigida
(2010) é possivel verificar que o0 maximo atingido foi na imobilizacéo utilizando fenil-
agarose, obtendo 93% de atividade recuperada e 99% de rendimento de imobilizacéo,

valores mais préximos e compativeis com os obtidos neste trabalho.

Tabela 4 — Atividade recuperada do processo (%)

Atividade Recuperada

Tempo (min) 1KU/L 5KU/L 10KU/L 15KU/L

15 78,4% 21,8% 39,9% 26,2%
30 90,5% 50,7% 20,1% 26,3%
45 49,0% 53,3% 13,7% 24,8%
60 49,0% 31,7% 15,8% 21,6%
90 35,9% 10,1%
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Tabela 5 — Rendimento do processo (%)

Rendimento de imobilizacdo

Tempo (min) 1KU/L 5KU/L 10KU/L 15KU/L

15 41,7% 60,0% 58,5% 94,6%
30 41,7% 64,4% 94,3% 96,9%
45 66,7% 68,9% 83,00 97,7%
60 66,7% 86,7% 87,7% 97,7%
90 80,0% 94,3%

Para elucidar a questdo da possivel barreira difusional foi realizado um teste
utilizando o derivado obtido apds 90 minutos de imobilizacdo com 10000 U/L devido
ao seu alto rendimento e diminuto valor de atividade recuperada para a producao de um
estudo através da pulverizacdo deste visando a diminuicdo das barreiras difusionais

geradas pelo suporte com o0 meio (Gongalves, 1996). Os resultados seguem abaixo:
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Figura 23 — Atividade hidrolitica apresentada no suporte antes e ap6s a pulverizacdo do
suporte.
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A Figura 23 reforca a hipotese levantada. Apds o tratamento o derivado obtido
teve um aumento de aproximadamente 8 vezes seu valor inicial,mostrando que o
suporte de silica apresenta fortes barreiras difusionais quando é feita uma imobilizacao
com um extrato ndo purificado de lipase de Yarrowia Lipolytica. Por tal motivo se faz
necessario também um estudo com o suporte de silica em menores concentragdes
enzimaticas iniciais, para evitar quaisquer erros devido as barreiras geradas, conforme
observado por Becaro (2008), onde devido a alta concentracdo enzimatica cedida,
ocorrem muitas imobilizagdes nos poros, dificultando a difusdo do substrato nos

intersticios.

3.2.2.2. ESTABILIDADES TERMICAS E OPERACIONAIS

A estabilidade operacional é um processo onde o derivado obtido apés a
imobilizacdo tem sua atividade esterasica medida varias vezes para se calcular o nimero
de bateladas maximas possiveis por catalisador produzido. O grafico abaixo mostra o
percentual de atividade do catalisador em 10 ciclos de reuso, onde 0 100% corresponde
ao valor da atividade no primeiro ciclo.
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Figura 24 — Estabilidade operacional de 10 ciclos realizada com derivado (LYL em
silica) obtido em 90 minutos e a 10000 U/L
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Como pode ser visto na Figura 24 o gréfico possui grandes variacdes devido as
barreiras difusionais que o meio utilizado apresenta, além disso, este foi um estudo
realizado através da hidrolise de azeite de oliva com fenolftaleina analisado por
titulometria, ou seja um método com maior faixa de erro. Entretanto, mesmo frente a tal
dificuldade pode-se afirmar que o derivado mantém sua atividade inicial apds 10 ciclos,
pois grande parte de seus pontos experimentais ainda se encontram na faixa entre 80-
100% Sendo assim este suporte pode ser caracterizado como um suporte passivel de

reuso, diminuindo assim, gastos industriais com a producéo de catalisadores.

A estabilidade térmica foi conduzida a 60°C, por motivo de comparagdo com
outros trabalhos como os de Brigida e Guisan, que também utilizam tal temperatura,
utilizando também o derivado produzido com o extrato de 10000 U/L em uma

imobilizacdo de 90 minutos produzindo o perfil abaixo descrito:

120
100 4
80
60

40

Atividade percentual (%)

20

Tempo (h)

Figura 25 — Estabilidade térmica a 60°C realizada com derivado (LYL em silica) obtido
em 90 minutos e a 10000 U/L

Conforme pode ser visto na Figura 25, o derivado obtido possui uma queda de
atividade de 40% apds 8h a 60°C, sendo necessarios mais pontos para a construcao
de uma curva de decaimento, mas é passivel de afirmar que o catalisador é bastante
toleravel a altas temperaturas quando comparado com os dados obtidos por Brigida
(2006), onde apos 8h de estabilidade térmica o derivado da fibra de coco imobilizada

com CALB possuia 15% da atividade inicial, sua constante de desativacdo térmica
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era de 0,17 h™, t, de 3,7 h e fator de estabilizacdo (F) de 64. Valores comparéveis
aos melhores experimentos apresentados por Brigida (2010) em estudo de otimizacgédo
da imobilizacdo de CALB em fibra de coco e melhores do que os dados obtidos por
Mendes (2013) em imobilizagdes utilizando quitosana.

Portanto, o catalisador apresentado possui boas caracteristicas operacionais, seja
suportando altas temperaturas ou variados ciclos operacionais, e alta atividade
enzimatica no derivado, que somente tende a aumentar com a utilizacdo de extratos de

lipase purificados.

49



CONCLUSOES

Os estudos de aperfeicoamento do protocolo de imobilizagdo de lipase tipo B de
Candida antarctica em fibra de coco funcionalizada com GPTMS através de ligacdo
covalente obteve derivados estaveis, o que comprova o potencial da fibra de coco
funcionalizada como suporte de imobilizacdo. A concentracdo 6tima do borohidreto de
sodio para o processo de reducdo das bases de Schiff foi definida como 0,5 mg/mL.,
sendo 4h o tempo de contato entre a enzima e 0 suporte necessario para obtenc¢do de um
derivado estavel. O nimero de lavagens para a retirada de borohidreto residual foi de 5
lavagens. Ea concentracdo 6tima de GPTMS para a imobilizagéo foi definida como 1%
tanto para pH 7 ou pH 10, devido a seu alto custo e toxidade.

Os estudos de imobilizagcdo por adsorcdo de lipase de Yarrowia Lipolytica em
fibra de coco natural ou oxidada obtiveram dados compativeis com a literatura. Com
base nos resultados obtidos, concluiu-se que, na faixa de concentracdo de enzima
estudada, quanto maior a quantidade de enzima oferecida, mais atividade foi observada
nos derivados obtidos, de forma que a carga enzimatica maxima ndo foi observada até
2500U/L, tanto em fibra natural quanto em tratada, necessitando estudos posteriores em
maiores concentracdes enzimaticas. Além disso, o tratamento quimico da fibra
promoveu maior atividade no derivado, possivelmente devido as mudancas fisicas e
quimicas promovidas pelo tratamento.

O estudo de imobilizacdo de extrato bruto de lipase de Yarrowia Lipolytica em
silica através do método de adsorcdo obteve derivados estaveis térmica e
operacionalmente, além de apresentar alta atividade aparente. Com base nos resultados
obtidos, concluiu-se que:

As curvas cinéticas do suporte possuem um pico de atividade em 15 minutos de
imobilizacdo, visualizado principalmente em altas concentracfes, como analisado na
solucdo inicial de 10000 U/L. Seguido de queda na atividade, mesmo em maiores
concentracBes enzimaticas. Isto caracteriza uma possivel barreira difusional;

A imobilizacgdo possui alto rendimento quando comparado a dados da literatura;

Pulverizacdo do derivado em ambiente controlado comprovou a existéncia de
barreira difusional, causada pelo entupimento dos poros impedindo a chegada de
substrato ao sitio ativo, e, portanto, explicam a queda de atividade e baixa atividade
recuperada no derivado obtido;
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O derivado gerado é estavel frente a 10 ciclos operacionais em batelada,
mostrando pouca ou nenhuma perda em sua atividade;

O biocatalisador produzido é estavel frente a estabilidade térmica por 8 h a 60 °C,
mostrando resultados acima dos encontrados na literatura.

Portanto, dentre o0s experimentos apresentados no presente trabalho, a
imobilizagdo com maior possibilidade de se tornar viavel industrialmente é a
imobilizacdo por adsor¢éo utilizando a silica ativada onde a enzima utilizada foi a lipase
de Yarrowia Lipolytica. Tal escolha foi devido a sua alta atividade, quando comparado

com a mesma massa de suporte da fibra de coco.
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