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RESUMO

Brigida, Ana Iraidy Santa. Imobilizagao de lipases utilizando fibra da casca de coco
verde como suporte para aplicagdes industriais. Rio de Janeiro, 2010. Tese
(Doutorado em ciéncia) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010

A presente tese teve como objetivo realizar o aproveitamento da fibra da
casca de coco verde como suporte para imobilizagdo de lipases com potencial
aplicacao industrial. Para o desenvolvimento do biocatalisador imobilizado, iniciou-se
realizando um estudo de caracterizagdo da superficie da fibra de coco. Area
superficial de 1,33 m?/g, relagdo O/C de 0,4 e teor de lignina de 40% foram algumas
das propriedades encontradas. Com base nestas informacdes, tratamentos quimicos
(H202; NaOCI; NaOCI/NaOH) foram estudados visando a remog¢éo das impurezas
presentes na fibra e o desenvolvimento de um protocolo de preparo do suporte. O
tratamento com H;O, foi o que apresentou maior eficiéncia na remocido das
impurezas, embora ndo tenha promovido aumento na area superficial. A fim de
avaliar o potencial dos suportes selecionados (fibra natural e tratada com H;0>) na
imobilizacdo de lipases, duas fontes de lipases de potencial aplicagcdo industrial
foram utilizadas: Candida antarctica e Yarrowia lipolytica. A lipase tipo B de C.
antarctica foi utilizada como lipase padrao. Para a obtengcdo de uma fragdo mais
purificada de lipases de Y. lipolytica, estudou-se precipitacdo com sulfato de aménio
e acetona, particio em sistemas bifasicos e purificacdo por imobilizagdo direta.
Dentre todos os sistemas bifasicos avaliados, apenas trés apresentaram particdes
de lipase e protease para fases opostas num mesmo sistema: 14,46% (p/p) de
Fosfato e 4,35% (p/p) de PEG 4000; 14,23% (p/p) de Fosfato e 1,07% (p/p) de PEG
8000; e 4,23% (p/p) Fosfato e 27,14% (p/p) de PEG 8000, com K de 12, 5 e 15,
respectivamente. Nos estudos de purificacdo por imobilizagdo, através de interacao
lipase-lipase e pela analise de zimograma, foi possivel identificar 3 lipases de
tamanhos distintos (66, 41 e 39kDa) no extrato bruto de Y. lipolytica IMUFRJ 50682.
Purificacdo por imobilizacdo em suportes hidrofébicos e de troca ibnica também
foram estudados. Posteriormente, protocolos de imobilizagdo em fibra de coco
natural e tratada para ambas as fontes de lipase foram desenvolvidos utilizando a

adsorgdo como técnica de imobilizagdo. A imobilizacdo de CALB em fibra tratada



com H,0; produziu um derivado contendo 1230 U/kg, mais ativo do que o obtido em
fibra de natural (695 U/kg) sob as mesmas condigdes. Quanto a imobilizacdo de
lipases de Y. lipolytica, a pré-purificagcdo utilizando sistema bifasico mostrou-se
essencial para obtengdo de um derivado mais carregado, especialmente na fibra
tratada com H;O, (2000 U/kg utilizando extrato pré-purificado contra 800 U/kg
obtidos com extrato bruto). Finalmente, os derivados obtidos foram testados em
reacado de transesterificacdo de O6leo acido de macauba e sua aplicabilidade
avaliada. Para esta reagdo, o tratamento da superficie da fibra interferiu
significativamente na particdo do substrato reduzindo a conversdo das reagdes
catalisadas por CALB imobilizada em fibra tratada (< 20% em 48h de reagao), sendo
a conversao obtida usando CALB imobilizada em fibra natural de 50% em 48h de
reacao. Este derivado, mesmo apds 10 ciclos reacionais de 72h, apresentou 80% de

conversao.

Palavras-chave: Lipases. Coco verde. Imobilizagdo de enzimas. Residuo agroindustrial.
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ABSTRACT

Brigida, Ana Iraidy Santa. Imobilizagao de lipases utilizando fibra da casca de coco
verde como suporte para aplicagdes industriais. Rio de Janeiro, 2010. Tese
(Doutorado em ciéncia) — Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010

This thesis aimed to make the use of fiber coconut as support for
immobilization of lipase with potential industrial application. For the development of
immobilized biocatalyst, the work began studying surface characteristics of coconut
fiber. Surface area of 1.33 m?/g, O/C relation of 0.4 and lignin content of 40% were
some of proprieties found. Based on this information, chemical treatments (H>Og;
NaOCI; NaOCI/NaOH) were studied to remove the impurities in the fiber. Treatment
with H>,O2 showed the highest efficiency in the removal of impurities, although it has
not promoted an increase in surface area. In order to evaluate the potential of
selected supports (natural and H,O, treated fiber) in lipase immobilization, two
sources of lipases with potential industrial application were used: Candida antarctica
and Yarrowia lipolytica. Lipase B from C. antarctica (CALB) was used as standard
lipase. To obtain a more purified fraction of Y. lipolytica lipase, ammonium sulfate
and acetone precipitation, two-phase system partition and direct immobilization was
evaluated. Of all biphasic systems evaluated here, only three showed partitions of
lipase and protease on opposite phases for the same system: 14.46% (w/w)
phosphate and 4.35% (w/w) PEG 4000; 14,23% (w/w) phosphate and 1.07% (w/w)
PEG 8000; and 4,23% (w/w) phosphate and 27.14% (w/w) PEG 8000, with K of 12, 5
and 15, respectively. By lipase-lipase interaction and zymogram was possible to
identify three lipase with different molecular weight in crude extract from Y. lipolytica
IMUFRJ 50682 (66, 41 and 39 kDa). Purification by immobilization on hydrophobic
and ion exchange supports was studied too. Then, immobilization protocols using
natural and treated coconut fiber for both sources of lipase were developed by
adsorption technique. Immobilization of CALB on H,0O, treated fiber produced a
derivate with 1230 U/kg, more active than in natural coconut fiber (695 U/kg) under
the same conditions. For Y. lipolytica lipases immobilization, the pre-purification using
two-phase system was essential to obtain a derivate more active, especially using

H,0O, treated fiber (2000 U/kg using pre-purified extract against 800 U/kg with crude
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extract). Finally, the immobilized biocatalyst obtained were tested in hydrolysis
reaction of macauba acid oil and its applicability evaluated. For this reaction, the
treatment of surface fiber significantly interfered in the partition of the substrate
reducing the conversion of reaction catalyzed by immobilized CALB in treated fiber
(£20% after 48h of reaction against 50% of conversion for CALB in natural fiber). This
derivate, even after 10 cycles of 72h of macauba acid oil conversion, 80% of

conversion was observed.

Keywords: Lipase. Green coconut. Enzyme immobilization. Agroindustrial waste.
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Sobrenadante da dessorgéo do derivado (2) com 1% (v/v)
de laurato de sacarose; (4) Derivado (2) apds dessorgéo
com 1% (v/v) de laurato de sacarose; (5) Derivado (2) apos
dessorgcédo com 2% (v/v) de laurato de sacarose; (6)

Derivado (2) apés dessorgédo com 2% (v/v) de triton x - 100;
(7) Derivado obtido a partir da imobilizagao do
sobrenadante (3) em butil-agarose.

Figura 7.13 — Eletroforese dos derivados obtidos apds imobilizacéo e 137
dessorcao de lipase de Y. lipolytica em fenil-agarose. (1)
Marcador de proteina; (2) Derivado obtido a partir da
imobilizagdo de extrato de Y. lipolytica em fenil-agarose; (3)
Derivado (2) ap6s dessorgéo com 0,5% (v/v) de triton x —

100.

Figura 7.14 — Eletroforese dos derivados obtidos apds imobilizacao de 138
lipase de Y. lipolytica em lipase de Pseudomonas
fluorescens-glioxil-agarose. (1) Marcador de proteina; (2)
Derivado obtido a partir da imobilizagao de extrato de Y.
lipolytica em fenil-agarose; (3) Derivado (2) apds dessorgéo
com 0,5% (v/v) de triton x — 100.

Figura 7.15 — Eletroforese dos derivados obtidos apds imobilizacéo e 140
dessorcao de lipase de Y. lipolytica em DEAE-agarose. (1)
Marcador de proteina; (2) Derivado obtido a partir da
imobilizacdo de extrato de Y. lipolytica em DEAE-agarose,
0,5h de imobilizagdo; (3) Derivado obtido a partir da
imobilizacdo de extrato de Y. lipolytica em DEAE-agarose,
1,0h de imobilizagéo; (4) Derivado obtido a partir da
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imobilizacdo de extrato de Y. lipolytica em DEAE-agarose,
1,5h de imobilizagéo; (5) Derivado obtido a partir da
imobilizacao de extrato de Y. lipolytica em sulfopropil-
agarose, 1,5h de imobilizagao.

Figura 7.16 — Imobilizagdo de lipases presentes em extrato bruto de Y.
lipolytica por troca ibnica em DEAE e SP-agarose.

Figura 8.1 — Cinética de adsorgdo de CALB (500 U/L), a pH 7 e 25°C,
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Figura 8.2 — Cinética de adsorgdo de CALB (500 U/L), a pH 7 e 25°C,
em fibra de coco verde tratada com NaOCI/NaOH.

Figura 8.3 — Efeito do pH de imobilizagdo na quantidade de proteina
adsorvida e na atividade hidrolitica de CALB imobilizada
em fibra de coco tratada com H,O,, apds 2h de contato a
25 °C.

Figura 8.4 — Efeito do pH de imobilizagdo na quantidade de proteina
adsorvida e na atividade hidrolitica de CALB imobilizada
em fibra de coco tratada com NaOCI/NaOH, apds 2h de
contato a 25 °C.

Figura 8.5 — Efeito do pH de imobilizagdo na quantidade de proteina
adsorvida de BSA imobilizada em fibra de coco natural,
apos 2h de contato a 25 °C.

Figura 8.6 — Efeito do pH de imobilizac&o e do tratamento da fibra na
quantidade de proteina adsorvida de BSA imobilizada em
fibra de coco, apds 2h de contato a 25°C.

Figura 8.7 — Velocidade inicial de hidrélise de p-nitrofenil laurato
catalisada por CALB imobilizada em fibra de coco verde
natural e tratada.

Figura 8.8 — Estabilidade operacional de CALB adsorvida em fibra
natural e tratada em bateladas consecutivas de hidrdlise de
p-nitrofenil laurato.

Figura 8.9 — Cinética de adsorcgéao de lipase de Y. lipolytica em fibra de
coco verde natural a partir de extrato bruto.

Figura 8.10 — Atividade proteolitica no sobrenadante dos sistemas fibra
— solugao de lipase.

Figura 8.11 — Cinética de adsorcgao de lipase de Y. lipolytica em fibra de
coco verde natural a partir de extrato pré-purificado.

Figura 8.12 — Cinética de adsorcgao de lipase de Y. lipolytica em fibra de
coco verde tratada com H,O, a partir de extrato bruto e pré-
purificado.

Figura 8.13 — Estabilidade térmica a 45°C de fracao de lipases de Y.
lipolytica imobilizada em CNBr-agarose a pH 7.

Figura 8.14 — Estabilidade térmica a 55°C de fracao de lipases de Y.
lipolytica imobilizada em CNBr-agarose a pH 7.

Figura 8.15 — Estabilidade térmica a 65°C de fracao de lipases de Y.
lipolytica imobilizada em CNBr-agarose a pH 7.

Figura 8.16 — Estabilidade térmica a 55°C de extrato bruto de lipases de
Y. lipolytica imobilizada em fibra de coco natural e tratada
com HyO,.

Figura 8.17 — Estabilidade térmica a 55°C de derivado obtido a partir da
imobilizagdo de sobrenadante de dessorgao (0,2 e 0,5% de
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triton x 100 sequencialmente) de imobilizado de extrato
bruto de lipases de Y. lipolytica em octil.

Figura 8.18 — Estabilidade térmica a 55°C de derivado obtido a partirda 165
dessorcao a 0,2 e 0,5% de triton x 100 sequencialmente de
imobilizado de extrato bruto de lipases de Y. lipolytica em
octil

Figura 8.19 — Conversao do 6leo de macauba em biodiesel catalisada 167
por lipase imobilizada em fibra de coco.

Figura 8.20 — Estabilidade operacional da CALB imobilizada em fibra de 167
coco natural na conversdo do oOleo de macauba em
biodiesel.
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Capitulo 1 — Introducéo

1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tem-se observado um crescente aumento no nimero de
bioprocessos em escala industrial. Tal crescimento é consequéncia do surgimento
de novas tecnologias de desenvolvimento e selecdo de biocatalisadores,
proporcionado gracas a obtencdo de enzimas mais especificas e mais compativeis
com solventes organicos e altas temperaturas. Embora o surgimento destas novas
tecnologias tenha promovido um grande aumento no numero de bioprocessos em
escala industrial, muitos processos ainda ndo sdo economicamente viaveis
(STRAATHOF et al., 2002).

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3), enzimas capazes de
catalisar a hidrdlise e a sintese de ésteres formados por glicerol e longas cadeias de
acidos graxos (JAEGER e REETZ, 1998), destacam-se dentre as enzimas mais
investigadas e com vasto potencial de aplicacdo industrial. Diante da versatilidade
das lipases frente as reacdes por elas catalisadas, a aplicacdo industrial destas
enzimas estende-se a varios setores. Uma lipase bastante estudada quanto a sua
aplicacdo e de grande expressdo comercial é a lipase B de Candida antarctica
(CALB). Dentre as aplicacbes da CALB em processos industriais, encontram-se:
sintese de compostos opticamente ativos na industria farmacéutica; sintese de
ésteres usados na industria de aromas; sintese de éster de vitamina, esterificacao
de acucares etc. Outra lipase utilizada e estudada, contudo ainda de baixa
expressdo comercial € a lipase de Yarrowia lipolytica. As primeiras aplicacdes
estudadas das lipases de Y. lipolytica foram na producdo de queijo tipo Roquerfort
(PETERS e NELSON, 1948a). A partir de entdo, outras aplicacbes para as lipases
de Y. lipolytica foram sugeridas, como: sintese de monoésteres de &acido 2,4-

dimetilglutirico, sintese de poliéster, e no tratamento de efluente rico em gordura.

Uma das alternativas para viabilizar alguns bioprocessos é o uso de enzimas
imobilizadas. Através da aplicacdo destas é possivel a implantacdo de processos
continuos, maior pureza do produto obtido, aléem da obtencdo de catalisadores
operacional e termicamente mais estaveis (BLANCO et al., 2004) e mais seletivos
(FERNANDEZ-LORENTE et al., 2003). Contudo, o alto custo desta tecnologia ainda
a torna pouco aplicavel em escala industrial. Neste contexto, pesquisas tém sido
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realizadas visando processos de imobilizacdo mais baratos, sendo o suporte um dos

grandes alvos desta busca pela reducéo de custos.

A necessidade de suportes mais baratos tem levado a estudos de
imobilizacdo de enzimas em residuos devido a sua abundéancia, dando maior
enfoque aos agroindustriais por serem ricos em celulose — a qual fornece
grupamentos OH para funcionalizacdo. Como exemplo podemos citar 0 uso da
casca de arroz na imobilizagdo de invertase (D"SOUZA e GODBOLE, 2002) e
sementes processadas oriundas de cervejarias para imobilizacdo de tripsina
(ROCHA et al., 2005). Dentre os residuos agroindustriais, a casca de coco destaca-
se por ser um material volumoso e de degradacéo lenta e cuja deposicdo direta em
aterros e lixdes contribui para a reducéo da vida util destes. Nos ultimos anos, varios
estudos tém sido desenvolvidos objetivando o aproveitamento deste residuo a fim de
minimizar os impactos ambientais causados por sua disposicéo final. Alternativas de
uso da casca de coco tanto podem ser uso direto (por exemplo, recobrimento de
solo) como de seus constituintes, fibra e p6 de coco (por exemplo, producdo de
manta e adubo, respectivamente). A fibra, devido suas propriedades de resisténcia
mecanica e caracteristicas da superficie, tem sido estudada como suporte para
imobilizacdo de enzimas (DEY et al., 2002; BRIGIDA et al., 2007; BRIGIDA et al.,
2008). As técnicas de imobilizacdo por adsorcédo e por ligagdo covalente utilizando
glioxipropil trimetoxisilano como agente funcionalizante mostram-se viaveis na

obtencéo de biocatalisadores imobilizados em fibra.

Neste contexto, o presente trabalho vem contribuir, através da proposicao de
um biocatalisador imobilizado de baixo custo, para a obtengcdo de um produto de
maior valor agregado, além de fornecer maiores conhecimentos sobre a fibra da
casca de coco verde, ampliando seu potencial de aplicacdo. Além disso, os estudos
de caracterizacdo do extrato bruto rico em lipase de Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682 e de purificagdo do mesmo permitem explorar o potencial desta cepa, bem
como das lipases por ela produzidas.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho considera o aproveitamento da fibra da casca
de coco verde como suporte para imobilizacdo de lipases com potencial aplicacao

industrial.
Para alcancar este objetivo geral, os objetivos especificos foram:

v' Caracterizagdo da fibra de coco verde quanto a sua morfologia, composicao

quimica e resisténcia térmica;

v" Desenvolvimento de protocolo de tratamento quimico da superficie da fibra

para imobilizacgéo;

v' Caracterizagao do extrato bruto de lipase de Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682 quanto ao teor de proteina total, valores 6timos de pH e temperatura,
estabilidade a diferentes valores de pH e temperatura, efeito de aditivos,

dentre outros fatores;

v' Desenvolvimento de protocolo de pré-purificacao do extrato bruto de lipase de

Yarrowia lipolytica;

v" Imobilizacao de lipase B de Candida antarctica e lipases de Yarrowia lipolytica

em fibra de coco verde;

v' Caracterizagdo dos parametros cinéticos (Km, Vmax) e fatores de

estabilizacado (estabilidade térmica) das enzimas livres e imobilizadas;
v Estudo da viabilidade do sistema imobilizado (estabilidade operacional);

v Avaliacao do potencial de aplicacdo dos derivados imobilizados em reacao de
hidrélise de 6leo 4cido de macauba visando a obtencao de biodiesel.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 LIPASES

As enzimas hidroliticas sao os biocatalisadores de maior representatividade
comercial haja vista a ampla disponibilidade, baixo custo, condi¢ées suaves de
reacao e elevada especificidade (FABER, 1997; STRAATHOF et al., 2002). Dentre
as diversas enzimas hidroliticas, como exemplo, amilases, celulases, pectinases,
polipeptidases etc, destacam-se as lipases (glicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3),
as quais catalisam a hidrolise e a sintese de ésteres formados por glicerol e longas
cadeias de acidos graxos (JAEGER e REETZ, 1998), constituindo uma subclasse de
esterases (MARTINELLE et al., 1995).

Segundo Dumitriu et al. (2003), mais de 50 lipases ja foram identificadas,
purificadas e caracterizadas. As lipases podem ser obtidas a partir de
microrganismos, plantas (ex. Brassica napus) ou tecido animal (ex. pancreas suino).
Contudo, a principal fonte de obtencdo para o uso comercial € a partir de
microrganismos por meio de fermentagcao submersa ou em estado sélido, tendo sido
observada a obtengdo de enzimas mais resistentes e estaveis por fermentacdo em
estado sélido (SHARMA et al., 2001).

Embora a fungdo metabdlica das lipases seja catalisar a hidrdlise de
triacilglicerdis aos acidos graxos correspondentes e glicerol (COSTA e AMORIM,
1999), sob condigdes microaquosas, elas também sdo capazes de catalisar a
sintese de ésteres. Uma combinacao destes dois processos basicos em sequéncias
l6gicas pode resultar em reagdes de interesterificacdo (aciddlise, alcodlise ou
transesterificacdo, a depender dos reagentes de partida), como apresentado na
Figura 3.1 (CASTRO et al.,, 2004). Aléem disso, elas também sdo capazes de
catalisar aminolise e tiotransesterificacdo (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Diante da versatilidade das lipases frente as reagcdes por elas catalisadas, a
aplicagao industrial destas enzimas estende-se a varios setores. Setores tradicionais
como industria téxtil, industria de detergentes, industria de alimentos e industria de
Oleos e gorduras fazem uso de lipases ha bastante tempo em seus processos
(SHARMA et al., 2001). Porém, tem crescido o campo de aplicagdo de lipases,

sendo estas hoje utilizadas também na resolugdo de misturas racémicas, como
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ferramenta em diagndsticos clinicos, no desenvolvimento de aromas, na composi¢cao

de cosméticos e no desenvolvimento de biossensores (HASAN et al., 2006).
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Figura 3.1 — Reagdes catalisadas por lipases (CASTRO et al., 2004)

3.1.1 Estrutura das Lipases

A maioria das lipases possuem peso molecular entre ~19 kDa (lipase de
Bacillus subtillis) e ~97 kDa (lipase de Aeromonas sobria), embora tenha-se
observado uma lipase de alto peso molecular produzida por Candida deformans
(207 kDa). Todas elas, com excegao das lipases pancreaticas, possuem apenas um
dominio catalitico (CYGLER e SCHRAG, 1997).
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Segundo a base de dados desenvolvida por Murzin et al. (1995), SCOP —
Structure Classification of Protein (Classificacdo Estrutural de Proteinas), as
proteinas podem ser agrupadas por diferentes niveis hierarquicos: classe, dobra,
superfamilia e familia. No nivel classe, através da estrutura secundaria, as proteinas
podem ser classificadas como: totalmente alfa (a) — proteinas cuja estrutura é
formada essencialmente por a - hélices; totalmente beta (B) — proteinas cuja
estrutura é formada essencialmente por folhas (3; alfa e beta (a/f) — para proteinas
com hélices a e folhas 3 amplamente misturadas (presenca de g — a — B); alfa mais
beta (a+B) — para aquelas em que as a-hélices e as folhas [ sédo largamente
segregadas (auséncia de B — a — ); multidominio — para aquelas com dominios de
diferentes dobras e para as quais ndo haja ocorréncia de homodlogos). Varias
investigacdes das estruturas de diferentes lipases tém mostrado que todas as
lipases sao classificadas como a/f hidrolases (PLEISS et al.,, 1998). Como
caracteristica das a/f hidrolases, os nucleos das lipases sdao compostos de uma
folha B central consistindo de 8 diferentes fitas (31 — B8) conectadas com seis a
hélices (A — F) (Figura 3.2). Como pode ser observado ainda na Figura 3.2, o
entrelacamento das fitas 8 e a posi¢cao das hélices varia consideravelmente de uma
lipase a outra apesar da sua equivaléncia topologica (SCHARG e CYGLER, 1997).
Elementos da estrutura secundaria mostrados em branco ou preto na Figura 3.3
(folhas B3- B7 e hélices B e C) ocorrem nas estruturas de todas as lipases, enquanto

que aqueles em cinza (folha 2 e hélices A, D e F) ocorrem na maioria.
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Figura 3.2 — Estrutura geral de o/ hidrolases e exemplo de algumas lipases (Fonte:
SCHARG e CYGLER, 1997).



Capitulo 3 — Reviséao Bibliografica

Figura 3.3 — Estrutura geral para as lipases (Fonte: CYGLER e SCHARG, 1997).

O sitio ativo de uma lipase é formado por uma triade catalitica constituida
pelos aminoacidos: serina, acido aspartico (ou glutamico) e histidina. O residuo
nucleofilico serina é localizado no C-terminal da fita 5 de um pentapeptideo Gli-X-
Ser-X2-Gli, regido altamente conservada, formando uma caracteristica principal “p
em torno de o”, designada como a cavidade nucleofilica (JAEGER e REETZ, 1998).
Além disso, o residuo de acido aspartico ou glutdmico geralmente € localizado
posteriormente a folha 7, podendo ser encontrado na porgao seguinte da folha (36,
em alguns casos. Quanto ao residuo de histidina, este € encontrado posteriormente
a folha B8 (SCHARG e CYGLER, 1997). Geralmente, o sitio ativo das lipases se
assemelha ao encontrado para as serina-proteases, podendo ser capazes de
hidrolisar ligacbes éster de triacilglicerois através do mecanismo de substituicao

nucleofilica, conforme o proposto para serina-proteases (JAEGER e REETZ, 1998).

Outro aspecto estrutural comum a maioria das lipases € a presenga de uma
“tampa” de carater anfifilico, composta de uma ou duas sequéncias peptidicas em o
hélice, que cobre o sitio ativo na forma inativa da lipase (PLEISS et al., 1998; PAIVA
et al., 2000). Quando ha ligagdo do substrato (na forma de micela, filme adsorvido
monomolecular ou emulsdo - Figura 3.4) na superficie da enzima, esta “tampa”
move-se, alterando a forma fechada da enzima para a forma aberta para a maioria

8
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das lipases. Com o centro ativo acessivel, uma larga superficie hidrofébica é
exposta, facilitando a ligacao da lipase a interface. Esta interagdo da area que rodeia
o sitio ativo com superficies hidrofébicas, modificando propriedades funcionais da
lipase, chama-se ativagao interfacial (JAEGER e REETZ, 1998; PLEISS et al., 1998).

UL v

| o SN i

Micela

Emulsdo

Figura 3.4 — llustracao de diferentes tipos de arranjos de moléculas de ester em
meio aquoso.

Este fenbmeno relaciona o aumento da atividade da lipase em funcao de
substratos insoluveis que formam emulsdo, sendo observado em algumas reagdes
lipoliticas uma cinética ndo descrita pelo modelo de Michaelis-Menten. Quando o
substrato encontra-se em solugao na forma de mondmero (Figura 3.4), ou seja, a
concentragcao deste encontra-se abaixo da concentragao micelar critica (CMC), as
lipases possuem pequena capacidade catalitica de hidrolise (Figura 3.5), pois a
baixa concentragdo impede a ocorréncia do fendmeno de ativagao interfacial. Isto
ocorre porque, em meio aquoso, a exposicao do sitio ativo € termodinamicamente
desfavoravel pela dificuldade de expor uma regido com significativo conteudo
hidrofébico (JAEGER e REETZ, 1998; VERGER, 1997).
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Figura 3.5 — Comportamento cinético das lipases e esterases.

As discussbes sobre o fendmeno de ativagao interfacial e o fato da presenca
da “tampa” anfifilica ser caracteristica sine qua non para caracterizar uma enzima
como lipase tém sido intensas. Estudos recentes mostram que a presenca desta
“tampa” sobre o sitio catalitico ndo implica obrigatoriamente na observagao deste
fendmeno. Algumas lipases (oriundas de Pseudomonas aeruginosa, P. glumae e a
tipo B de Candida antarctica, por exemplo), embora apresentem “tampa” em suas
estruturas, mostraram ndo sofrer ativagédo interfacial (FERRATO et al., 1997). O
tamanho deste segmento de aminoacidos também parece néo ter correlagdo com a
ocorréncia do fendmeno. Algumas lipases, como a de Staphylococcus hyius,
apresentam ativacao interfacial apenas com determinados substratos. Além disso,
ha também raros casos de lipases que nao possuem esta ramificagcao anfifilica,
como é o caso da fosfolipase pancreatica A, (PLA;), mas apresentam alto grau de
ativacao interfacial a determinados substratos (VERGER, 1997). Ferrato et al. (1997)
sugerem que a ocorréncia da ativagcédo interfacial ndo se encontra apenas
relacionada a estrutura tridimensional da lipase, como também com a conformacéao
interfacial dos substratos. Assim, embora a ocorréncia de ativagao interfacial e
presenga de “tampa” no sitio ativo sejam caracteristicas exclusivas as lipases, a
auséncia delas nao pode ser um fator desclassificatorio, de uma enzima como

10
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lipase, devendo-se considerar outros fatores como sua capacidade de hidrolisar

emulsdes de triacilglicerdis de cadeia longa.

3.1.2 Mecanismo de Atuacao das Lipases

Independente do tipo de reacdo catalisada (hidrélise, esterificagdo ou
interesterificacdo), a descricdo mais geral e aceita da acéo catalitica da lipase é o
mecanismo Ping Pong Bi-Bi, comum as a/f hidrolases. A Figura 3.6 mostra
esquematicamente o mecanismo Ping Pong Bi-Bi de lipases considerando uma

reacao catalisada envolvendo multiplos substratos/produtos (Paiva et al., 2000).

Es 11 A|1 A AC»I

I | ] I

E.Es 1,1 - — F1.AI1 F1 F1.A a— E.AC»I

E.Es i P — Fi.AI'

I | I

Esiij Al A Ac;

F; F.A —— E.Ag

Figura 3.6 — Mecanismo de atuagéo (Ping Pong Bi-Bi) das lipases numa reag&o com
varios substratos e produtos. E = Enzima; ES = Ester; Al = Alcool; Ac = Acido; A =
Agua; F = complexo acil-lipase

Quando os substratos encontram-se na forma de monémeros € comum a
simplificacdo do mecanismo para o de Michaelis-Menten, Figura 3.7 (a) (KNEZEVIC
et al., 1998). Para situagdes onde a concentragao micelar critica (CMC) foi atingida,
um modelo proposto por Tsai e Chang em 1953 pode ser aplicado (AL — ZUHAIR et
al., 2004). Tal modelo € uma extensdo de Michaelis-Menten onde se observa a
etapa de adsorgdo da enzima soluvel a interface do substrato na fase orgéanica
(Figura 3.7b).

11
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B .
(b) |"<1 Kca‘t
E*+§ &= B8 —» E*4 P
4

Figura 3.7 — Mecanismos alternativos para reagdes catalisadas por lipase: a)
Mecanismo de Michaelis-Menten; b) Mecanismo de Michaelis-Menten considerando
adicionalmente a adsorcédo da enzima a interface do substrato. E = enzima; S =
substrato; Ky, K1 € Kgat = constante de velocidade de reacgao; ES = complexo
enzima-substrato; P = produto; a= interface do substrato; K, = constante de
adsorcao; Ky = constante de dessorgao; E = enzima adsorvida na interface; P =
produto adsorvido na interface.

Os mecanismos acima citados constituem uma reagao simples, sem inibi¢ao.
Contudo, pode-se ainda observar a ocorréncia de etapas de inibicdo
correspondentes a formacdo de complexos binarios e ternarios. Os fendmenos de
inibicdo mais frequentes neste tipo de reacdo envolvem a formagdo de (a)
complexos binarios entre a enzima livre e o alcool ou o éster ou (b) inativos
complexos ternarios entre o acido ou o éster e o complexo ativo acil-lipase, podendo
ser classificada como inibigdes competitivas (GARCIA et al., 1999; YADAV e LATHI,
2003).

3.1.3 Fatores que Influenciam na Atividade da Lipase

A atividade da lipase pode ser determinada fazendo-se uso de diferentes
substratos, dentre eles: trioleina, 6leo de oliva e p-nitrofenil palmitato. Dependendo
do tipo de substrato, pode-se acompanhar a reacao via titulagao, espectrofotometria
ou fazendo uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Dentre as metodologias
mais utilizadas podemos citar a titulagado de acidos graxos liberados pela hidrolise de
triglicerideo butirico, ou de éleos insaturados de cadeias longas, como 0Oleo de oliva
(BEISSON et al., 2000).

A atividade hidrolitica de uma lipase em um dado substrato depende de varios
parametros como pH, temperatura, superficie de contato enzima-substrato e teor de
agua. E, devido ao grande numero de técnicas para determinagédo de atividade e o

uso de diferentes substratos (BEISSON et al. 2000), a comparagcao entre o0s

12
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resultados de autores torna-se, por vezes, impossivel. Embora seja possivel
encontrar lipases ativas numa faixa de pH entre 4 e 10, o pH 6timo da maioria das
lipases encontram-se entre 7 e 9. Algumas lipases agem a temperaturas bastante
extremas, -30°C (UHLIG, 1998), contudo a faixa média de temperatura de trabalho
da maioria das lipases encontra-se entre 20 e 50°C, apresentando valores 6timos
entre 35 e 45°C. Lipases originadas de organismos termodfilos podem ter valores
otimos de temperatura bem mais elevados, entre 60 e 75°C. Um exemplo € a lipase
de Bacillus sp., cuja temperatura 6tima é de 60°C (NAWANI e KAUR, 2007).

A presenca de sais e agentes quelantes em diferentes concentragbes também
podem influenciar a atividade das lipases. A presenca de NaCl no meio reacional,
por exemplo, € extremamente necessaria para que lipase pancreatica seja ativa
(UHLIG, 1998). Ja ions de calcio s&o essenciais na hidrolise de triglicerideos de
cadeia longa. Este fenbmeno é atribuido a habilidade do célcio formar interagdes
eletrostaticas com os acidos graxos gerados pela hidrolise, removendo-os da
superficie das micelas e reservando acesso continuo das lipases aos triglicerideos
(VILLENEUVE et al., 2000).

A influéncia de outros ions metalicos como Mg**, Mn?*, K* e Fe** também foi
estudada. A atividade de uma lipase extracelular de Pseudomonas aeruginosa
MB5001, por exemplo, foi fortemente inibida (redugdo de 94% da atividade inicial)
pela presenga de 1 mM de ZnSO,4. Contudo, a influéncia ndo obrigatoriamente vai
ser a mesma para lipases de fontes distintas, podendo-se observar aumento ou
reducao na atividade da lipase em estudo ou mesmo esta nao ser influenciada por
um dado ion. Por exemplo, a lipase de Penicillium roqueforti ndo é afetada pela
presenca de ion Mn?*, contudo a lipase de Pseudomonas aeruginosa KKA-5 foi

levemente inibida pela presenca deste ion (SHARMA et al., 2001).

3.1.4 Purificagao de Lipases

Independente da fonte de obtenc&o da lipase, seja ela microbiana, animal ou
vegetal, o extrato enzimatico bruto estara repleto de outras substéncias que néo
sejam lipase (outras proteinas, sais, agucares ou até mesmo solventes). Em alguns
casos como no tratamento de efluentes ricos em gordura (RIGO et al., 2008) e na
industria de ragdo animal (SAXENA et al., 1999), a presenga destas impurezas nao

ira interferir no produto final. Contudo, na maioria dos casos — aplicacbes na
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producdo de aromas, obtengcdo de concentrados de acidos graxos poliinsaturados,
industria de detergentes, producado de farmacos — faz-se necessario trabalhar com
enzimas com maior grau de pureza. Efeitos como redugdo da estabilidade a
estocagem (pela presenca de proteases) e reducdo da pureza de produtos e do
rendimento do processo (pela presenca de sais e agucares e outras proteinas ou
produtos do processo fermentativo) sdo as principais justificativas para que os
extratos brutos de lipase sejam submetidos a um processo de purificagdo antes de
serem utilizados como biocatalisadores. Neste sentido, os estudos de purificagao
sao essenciais para a obtencdo de solugcdes enzimaticas comercializaveis e que

possam ser usadas diretamente em aplica¢des industriais.

Lipases tem sido purificadas por diferentes processos que podem envolver o
uso de um ou mais métodos como: precipitagéo, filtragcdo em gel, cromatografia de
troca idnica, cromatografia por afinidade, micelas reversas, sistemas bifasicos,
separagao por membrana e imunopurificacdo (SAXENA et al., 2003). A escolha dos
meétodos a serem envolvidos depende das caracteristicas da lipase em questao, do

extrato obtido, da aplicagdo e do custo total do processo.

A separacao por precipitacdo € uma das técnicas mais praticas. Esta consiste
em modificar a solugao utilizada como solvente de forma a alterar a solubilidade das
proteinas existentes e, consequentemente, proporcionar a formagado de agregados
protéicos. Tal modificacdo pode dar-se pela mudanca na forga idnica, pH, adicdo de
solventes organicos misciveis, outros solutos ou polimeros inertes ou uma
combinagao destes junto com a variacdo de temperatura. Com a formacao de
agregados protéicos, observam-se precipitados da proteina de interesse que s&o
separados por filtracdo ou centrifugagdo. No processo de purificagdo de lipase,
geralmente este método é utilizado como uma primeira etapa de pré-purificagdo. Por
exemplo, Borkar et al. (2009) purificaram 20 vezes um extrato bruto de lipase de
Pseudomonas aeruginosa SRT 9 precipitando este com 30% (p/v) sulfato de
amoénio. Apds esta etapa, duas etapas de cromatografia foram realizadas de forma a
obter uma solugao 98 vezes mais pura do que o extrato bruto. Contudo, ha casos
em que a purificagcdo apenas com precipitagdo promove um grau de pureza
satisfatorio, como na separagdo de lipase de Cunninghamella verticillata onde a
precipitacdo com acetona foi inclusive 4 vezes melhor do que a separagado por
cromatografia (KUMAREVEL et al., 2005).
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A técnica mais usada em grande escala e estudada € a separagao por
cromatografia, seja ela de troca ibnica, afinidade, interagdes hidrofébicas ou peso
molecular. Dentre elas, a cromatografia por troca ibnica e cromatografia de afinidade
sao os métodos mais usados em estudos de purificacdo de lipases, estando
presentes, respectivamente, em 67 e 27% dos processos desenvolvidos atualmente
(SAXENA et al., 2003). Para ambas, a separagcao depende da diferenca entre o
comportamento das substancias presentes no extrato entre a fase movel e a fase
estacionaria. Os tipos de interacdo dos componentes do extrato com estas duas
fases € que distingue as mesmas. No caso de purificagdo de lipases, as fases
estacionarias mais usuais sao dietilaminoetil (DEAE)-celulose, Q-sefarose e octil e
fenil sefarose. A escolha da fase estacionaria depende das caracteristicas da lipase
a ser purificada. Koblitz e Pastore (2004), por exemplo, obtiveram um fator de
purificacdo de 3,9 e 6,85 nos estudos de purificacdo de lipase de Rhizopus sp por
cromatografia de troca i6nica (DEAE) e de interacdo hidrofébica (fenil sefarose)
respectivamente. Em muitos processos, como na purificagdo de Lip2 de Yarrowia
lipolytica (YU et al.,, 2007), visando maior grau de pureza, estas técnicas séo
empregadas de forma sequencial. Para alcancgar altos valores de fator de purificagéo
(acima de 200) através estas técnicas de precipitacdo e cromatografia, sao

necessarias geralmente 4 ou 5 etapas de purificacao (SAXENA et al., 2003).

Nas ultimas décadas, novas tecnologias de purificagdo como sistemas
bifasicos, separacdo por membrana, imunopurificacdo e uso de resinas
funcionalizadas tem sido estudadas. A imunopurificagcao, por exemplo, € uma técnica
através da qual a lipase € separada das outras substancias do extrato por ligagdes
especificas a proteina de forma que o rendimento e a pureza sdo maximos em uma
unica etapa do processo. Esta técnica, embora cara devido ao valor da matriz
ligante, possui como vantagem um processo seguro, reprodutivel, rapido e
facilmente escalonavel (PAUWELS e GELDER, 2008). No caso da separagao por
membranas, apesar desta técnica ja ter sido estudada como unica etapa de
purificacdo (SZTAJER e BRYJAK, 1989), atualmente ela encontra-se mais como
uma etapa de concentragdo no processo de purificagdo de proteinas. Além de
baixos fatores de purificagdo e rendimentos, o alto custo e as dificuldades
operacionais, como paradas por saturagdo da membrana e queda de fluxo, sao

caracteristicas que inibem substancialmente o uso desta técnica.
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Quanto aos sistemas bifasicos, estes se baseiam nos principios de particédo
das proteinas frente a sistemas de duas fases aquosas de dois polimeros soluveis
em agua, um polimero e um sal ou alcool e sal. Sua facilidade no aumento de
escala, rapida transferéncia de massa, possibilidade de operagcdo a temperatura
ambiente, baixo custo de material, compatibilidade com a maioria das proteinas,
entre outras vantagens, torna esta técnica potencialmente promissora para a
obtencdo de enzimas industriais (GUPTA et al., 1999). Dentre os diferentes sistemas
bifasicos estudados na separacdo de lipases, o sistema PEG-fosfato € o mais
empregado (SILVA e FRANCO, 2000; BASSANI et al., 2007; NANDINI e RASTOGI,
2008). A particao de proteinas neste tipo de sistema depende da concentracdo e do
peso molecular do polimero, da concentracdo e do tipo de sal e pH do sistema.
Bassani et al. (2007) avaliou o efeito de diferentes pesos moleculares sobre a
particao de lipase pancreatica e observou que o maior valor foi encontrado utilizando
PEG 4000 a pH 7. Contudo, em pH 6, maior particao foi observada no sistema com
PEG 2000. Estudos estatisticos destes sistemas levaram a uma condi¢cdo 6tima com
98% de rendimento de lipase na fase topo. Altos rendimentos também foram
encontrados por Nandini e Rastogi (2008). Um sistema pouco usual, porém também
aplicavel a purificacdo de lipase € o sistema alcool-sal. Por exemplo, Ooi et al.
(2009) estudaram diferentes sistemas alcool-sal para a purificagcdo de lipase de
Burkholderia pseudomallei. O sistema obtido a partir de 2-propanol, fosfato de
potassio e NaCl mostrou proporcionar maior rendimento (99,3%) e fator de
purificacdo (13,5) dentre os estudados. Devido a facil separagao do alcool da lipase
e da facil recuperacdo da enzima, o uso de sistemas bifasicos alcool-sal torna-se

uma técnica em potencial no caso de lipases mais estaveis a este solvente.

3.1.5 Lipases de Yarrowia lipolytica

A levedura Yarrowia lipolytica (também denominada anteriormente de
Candida lipolytica, Candida paralipolytica, Endomycopsis lipolytica,
Saccharomycopsis lipolytica, ou ainda Mycotorula lipolytica), dentre as leveduras
classificadas como “nao-convencionais”, tem sido a espécie mais estudada nos
ultimos anos quanto a sua fisiologia, genética, biologia molecular e aplicacbes
biotecnolégicas (BARTH e GAILLARDIN, 1997; van den TEMPEL e JAKOBSEN,
2000; FICKERS et al., 2004; MADZAK et al., 2004). Tal interesse por esta espécie

esta relacionado tanto as substancias naturalmente secretadas por esse tipo de
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levedura durante o seu metabolismo (BARTH e GAILLARDIN, 1997), quanto ao seu
alto potencial de expressado e excrecao de proteinas heterélogas (MADZAK et al.,
2004). Dentre as substéncias naturalmente secretadas por este tipo de levedura (ex.
acido citrico, acido o«-isopropilmalato e lisina), tem-se observado a produgédo de
enzimas — proteases alcalinas, proteases acidas, fosfatases, lipases, esterases e
RNases (BARTH e GAILLARDIN, 1997).

A primeira identificacdo de atividade lipolitica de Y. lipolytica data de 1927,
quando Harrison observou que a mesma era capaz de hidrolisar gorduras (PETERS
e NELSON, 1948a). A partir desta data, varios trabalhos vém sendo realizados
visando a producéao de lipase de Y. lipolytica (PETERS e NELSON, 1948a; OTA et
al., 1982; DESTAIN et al., 1997; PEREIRA-MEIRELLES et al., 1997; CORZO e
REVAH, 1999; PEREIRA-MEIRELLES et al., 2000; DOMINGUEZ et al., 2003;
ALONSO et al.,, 2005; AMARAL, 2007). Uma das caracteristicas observadas na
producao de lipase a partir de Y. lipolytica € que esta enzima tanto se encontra no
meio extracelular quanto no meio intracelular, sendo a propor¢cao destas nestes
meios dependente da fase de crescimento no qual a cultura se encontra (PEREIRA-
MEIRELLES et al., 2000; ADAMCZAK e BEDNARSKI, 2004). Estudos realizados por
Pereira-Meirelles et al. (2000) mostraram que nas primeiras 24 horas nao foi
detectada a presenca de lipase extracelular, sendo observado um maximo somente

no final da fase estacionaria de crescimento.

3.1.5.1 Caracterizacao das lipases de Yarrowia lipolytica

Em média, a massa molecular das lipases de Y. lipolytica varia entre 38,5 e
44 kDa. A faixa de pH onde se observa atividade hidrolitica € de 6 a 10, sendo
alguns de seus valores 6timos encontrados de 6, 7 e 9. Quanto aos valores de
temperatura 6tima de reagéo, estes variam de 28 a 55°C. Estudos de especificidade
de lipases produzidas por cepas distintas mostraram que as lipases de Y. lipolytica
estudadas sao 1,3 especificas (HOU, 1997; GUIEYSSE et al., 2004). Vale ressaltar
que os estudos de pH e de temperatura 6tima descritos na literatura foram
realizados em diferentes condicdes reacionais. Esta variacéo dificulta a comparacao
entre as lipases obtidas ja que a enzima tera comportamento distinto frente a
condicbes variadas de temperatura, pH e substrato, o que afeta diretamente nos

valores de pH e temperatura 6timos. No Apéndice 1, uma tabela ilustrativa de
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valores de massa molecular, ponto isoelétrico, faixa de pH e de temperatura obtidos
de alguns estudos pode ser encontrada. Além disso, devido ao seu alto potencial de
expressdo e secregcdo de proteinas heterdlogas, € possivel que haja algumas
variagbes genéticas entre linhagens isoladas em lugares distintos o que justificaria o
fato observado de obtencido de lipases com diferentes caracteristicas quanto ao
peso molecular, faixa de pH de reacgao, temperatura de reagao 6tima, especificidade
e ponto isoelétrico (PETERS e NELSON, 1948b; OTA et al.,1982; DESTAIN et
al.,1997; SUZZI et al., 2001; SONG et al., 2006).

Alguns trabalhos tém se dedicado a identificacdo dos genes responsaveis
pela codificacdo das diferentes lipases que Y. lipolytica é capaz de produzir. Lip1,
Lip3 e Lip6 séo lipases intracelulares (FICKERS et al., 2005). Lip2 é extracelular
(PIGNEDE et al., 2000a; PIGNEDE et al., 2000b). Outras duas lipases, Lip 7 e Lip8,
sdo ligadas a membrana celular da levedura e sédo bastante estaveis a variacbes de
pH e temperatura (SONG et al., 2006). Além da posicdo onde estas se encontram,
as sequéncias destas lipases mostram poucas semelhangcas entre elas (EBI
DATABASE, 2010).

3.1.5.2 Aplicagbes das lipases de Yarrowia lipolytica

Embora as lipases de Y. lipolytica sejam enzimas que ainda possuam baixa
expressao comercial, atualmente existem duas empresas responsaveis por sua
comercializagdo: Amano Enzyme (Amano L, ou L-10) e Fluka (Fluka 62303) — sendo
vendidas, em média, a US$ 55,25 por grama (FLUKA, 2004).

As primeiras aplicagcdes estudadas das lipases de Y. lipolytica foram na
producao de queijo tipo Roquerfort (PETERS e NELSON, 1948a). A partir de entao,
outras aplicagbes para as lipases de Y. lipolytica foram sugeridas, como: uso na
industria de couro e na produgao de queijo (Patente Alema — DD-272867); sintese
de monoésteres de acido 2,4-dimetilglutirico e transesterificagdo de meso-
ciclopentanos diois (THEIL et al., 1991 apud BARTH e GAILLARDIN, 1997); sintese
de poliéster (Patente dos Estados Unidos — US005962624A); produgédo de
glicerideos altamente insaturados de acido graxo (Patente do Japao — JP8116982);
sintese de 2-bromo-fenil e 2-bromo-toluil acido acético etil éster (precursor na
sintese de analgésicos) (GUIEYSSE et al., 2004); tratamento de efluente rico em
gordura (FICKERS et al., 2005; FELICE et al., 1997; OSWAL et al., 2002); producéo

de homofenilalanina (Patente dos Estados Unidos — US5552317).
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3.1.6 Lipase tipo B de Candida antarctica

Apesar de possuirem triade catalitica similar e agirem no processo de
hidrolise de ésteres sob o mesmo mecanismo catalitico, a fonte de obtencédo da
lipase influencia no conjunto de aminoacidos presentes na estrutura da enzima, bem
como na conformacédo da cavidade ligante de substratos. Além disso, € possivel

também encontrar diferenga entre lipases da mesma fonte (SHARMA et al., 2001).

A levedura Candida antarctica, por exemplo, € capaz de produzir duas
diferentes lipases, chamadas de A e B, com diferentes pontos isoelétricos (pl),
massas molares e seletividades. A lipase tipo A de C. antarctica tem massa molar
igual 45 kDa, pl de 7,5 e, apesar de nao ser especifica, € mais termoestavel. A
lipase tipo B de C. antarctica (CALB), uma das enzimas a ser utilizada neste

trabalho, possui pH étimo entre 7 e 8 (PETERSEN et al., 2001), massa molar igual a

33 kDa, pl de 6,0, dimensdes aproximadas de 302&x 402&x 502&, e demonstra ser
bastante estereoespecifica em hidrélises e sinteses organicas (UPPENBERG et al.,
1994).

3.1.6.1 Caracteristicas especificas da lipase tipo B de Candida antarctica

Como dito anteriormente, a fonte da lipase influencia na conformacao da

cavidade catalitica. No caso especifico da CALB, a cavidade ligante do substrato é

eliptica, com o formato de um funil ingrime de 9,5 x 4,5 A (PLEISS et al., 1998). As
paredes desse canal sdo bastante hidrofobicas. Contudo, na parte superior do sitio
ativo ha apenas uma pequena area hidrofébica (UPPENBERG et al., 1994; PLEISS
et al., 1998), o que favorece a ndo formagdo de bioagregados por esta enzima
(PALOMO et al., 2004).

No item 3.1.1 do presente capitulo, foram abordadas algumas caracteristicas
consensuais as lipases, contudo, a CALB possui algumas diferengas da maioria das
lipases. A primeira delas esta relacionada a seqUéncia proxima ao sitio ativo.
Enquanto a maioria das lipases mostra uma formagao G-X;-S-X,-G, a CALB possui
a sequéncia T-W-S-Q-G, com a treonina substituindo a glicina. Outra caracteristica é
que esta lipase n&o é tdo eficiente como outras lipases na hidrolise de trigliceridios
(UPPENBERG et al., 1994). CALB possui alta atividade para acidos graxos de

cadeias curtas e médias e baixa atividade para cadeias longas (PLEISS et al., 1998).
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Contudo, a alta estereoseletividade e estereoespecificidade em substratos quirais
despertam grande interesse no uso desta lipase (UPPENBERG et al., 1994).
Estudos tém mostrado que esta enzima é bastante estereoseletiva, principalmente
para alcoois secundarios (UPPENBERG et al., 1995).

3.1.6.2 Aplicagdes da lipase tipo B de Candida antarctica

Lipase tipo B de C. antarctica € comercializada na forma soluvel ou
imobilizada por empresas como: Novo Nordisk — detentora de maior parte do
mercado; Boehringer Mannheim e Roche Diagnostics. Atualmente elas sé&o
vendidas, em média, a R$ 11,72 por miligrama de enzima livre liofilizada, 9.000 U/g,
e R$ 70,80 por grama de CALB imobilizada em resina acrilica, 210.000 U/g,
Novozym 435 (SIGMA-ALDRICH, 2010). Estes biocatalisadores destinam-se a
reagdes tanto em meio aquoso quanto organico, tendo sido reportado o0 uso em
reagdes livres de solvente (FORESTI e FERREIRA, 2005) e em fluidos supercriticos
(FEIHRMANN, 2005).

Dentre as potenciais aplicagdes da CALB em processos industriais,
encontram-se: sintese de compostos opticamente ativos na industria farmacéutica
(ARROYO et al.,, 1999; FERNANDEZ-LORENTE et al., 2001; STRAATHOF et al.,
2002); sintese de ésteres usados na industria de aromas (LOZANO et al., 2002);
sintese de oleato de cetila, um analogo do oleo de cachalote que possui importantes
aplicacbes em industrias de cosméticos, lubrificantes, alimentos e farmacos
(CASTRO et al., 2004); sintese de lactato de butila, éster bastante utilizado em
industria de alimentos, cosméticos e farmacéutica por possuir propriedades
higroscopicas, emulsificantes e esfoliantes (PIROZZI e GRECO JUNIOR, 2004);
sintese de ésteres de vitaminas, objetivando tornar estas ultimas soluveis em 6leo
para adigcdo em produtos alimenticios (MAUGARD e LEGOY, 2000; ADAMCZAK et
al., 2005); e outras como esterificacdo de acucares (FERNANDEZ-LORENTE et al.,
2003) e glicidol (PALOMO et al., 2005a).

3.2 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Segundo a IUPAC (1995), enzimas imobilizadas sédo definidas como aquelas

qgue se encontram fisicamente confinadas ou localizadas em uma regiao definida do
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espago com retengdo de sua capacidade catalitica, e que podem ser utilizadas

repetida e continuamente.

Uma forma de classificar as enzimas imobilizadas é citada por Kennedy et al.
(1988): (a) enzimas modificadas a forma insoluvel em agua por técnicas
convenientes, (b) enzimas soluveis usadas em reatores equipados com membranas
de ultrafiltracdo ndo permanente que retém as enzimas dentro do reator e (c)
enzimas com mobilidade restrita por ligagdo a outra macromolécula. Contudo, a
classificagdo mais usual foi a adotada pela IUPAC (1995), a qual divide as enzimas
imobilizadas em quatro classes, ver Figura 3.8. A forma como elas estardo
imobilizadas depende da técnica a ser aplicada, a qual devera ser selecionada de
acordo com as propriedades bioquimicas das enzimas, as propriedades quimicas e

fisicas do suporte e com os objetivos de uso deste derivado.

Métodos de Imobilizagao de Enzimas

Encapsulamento Ligacéo
| |
| | | |
Em Matriz Em Membrana Adsorgao Ligac&o Covalente
JUILIL
Jest wele
et L . Cw ‘ -
S -
Microencapsulamento Entre No suporte Ligacdo cruzada
o membranas entre as
I\;l) ,I\;_t:, macroscoépicas v IP gL wm enzimas
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000000
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Figura 3.8 — Classificagdo das enzimas imobilizadas segundo I[UPAC (1995).

3.2.1 Imobilizacdo por Adsorcao

A imobilizagédo de enzimas por adsorgao ocorre quando se liga uma enzima a
um suporte solido através de interagdes idnicas, adsorgao fisica, ligacdes
hidrofébicas e forcas atrativas de van der Waals, ou mesmo por uma combinacao
destas interagdes. Esta técnica, embora seja simples e de baixo custo, possui como
desvantagem a baixa energia de ligacdo entre a enzima e o suporte, sendo
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observada a dessorgdo das enzimas quando submetidas a variagdes de
temperatura, pH, forca ibnica ou mesmo na presenca do substrato. E como suporte,
varios materiais podem ser usados para este proposito e a escolha de um deles
depende de suas propriedades, como forgca mecanica, estabilidade fisica e quimica,
carater hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsor¢cao da enzima e custo (DALLA-
VECCHIA et al., 2004).

Embora as enzimas imobilizadas por esta técnica estejam suscetiveis a uma
dessorgdo, a imobilizagdo por adsor¢gdo € uma das técnicas mais empregadas na
obtencao de biocatalisadores insoluveis, haja vista sua maior praticidade e menor
custo (KENNEDY et al., 1988). E a maior aplicacdo de biocatalisadores imobilizados
por adsorgdo encontra-se em meios organicos, onde as enzimas nao s&o soluveis,
desfavorecendo a dessorgdo (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998).

Para que a imobilizacao ocorra, faz-se necessario o contacto de uma solucéo,
de concentragao enzimatica conhecida (ug de proteina/mL ou U/mL), com uma dada
massa do suporte em estudo, a temperatura constante. E, embora os métodos mais
utilizados para adsorgdo liquido-solido sejam banho finito, cromatografico e
headspace, no caso especifico de adsor¢gdo de enzimas, o uso do banho finito é

mais frequiente haja vista sua praticidade e eficiéncia.

A fim de avaliar o fendmeno de adsorcéo, deve-se estudar a cinética para
cada concentragdo de enzima estudada até que se atinja o equilibrio. O estudo dos
pontos de equilibrio para diferentes concentragdes da enzima leva a construgao de
uma isoterma. Analise do equilibrio de adsorcao avalia a afinidade do suporte para a
enzima. Em adi¢cdo, a forma da isoterma fornece uma descricdo qualitativa da
natureza da superficie do adsorvente e a capacidade de carga do suporte
(NAKANISHI et al., 2001). Além disso, a influéncia de variaveis como pH da solugao
de enzima, tipo de solvente, forga ibnica, concentracdo de enzima, proporgao
enzima:adsorvente e temperatura de imobilizacdo também podem ser estudadas

para cada sistema enzima-suporte empregado (KENNEDY et al., 1988).

Estudos de cinética e equilibrio tém possibilitado a comparagao de diferentes
suportes para imobilizacdo de enzimas (NASCIMENTO et al., 2001; YESILOGLU,
2004), bem como a avaliagdo do uso de aditivos ou solventes durante o processo

(ROCHA et al., 1998). Em casos de enzimas imobilizadas, as isotermas de adsorgéo
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que sao obtidas seguem, em geral, as equagdes de Langmuir ou Freundlich
(DALLA-VECCHIA et al., 2004).

No processo de imobilizagdo por adsorcao, tanto a quantidade de enzimas
adsorvidas quanto a orientacdo em que estas sdo imobilizadas afetam sua atividade
e estabilidade (NAKANISHI et al., 2001). Logo, além de avaliar a quantidade
adsorvida, €& necessario determinar os valores de atividade recuperada1 e
rendimento?® obtidos para um dado processo de imobilizacdo (GITLESEN et al.,
1997).

3.2.2 Imobilizacédo por Ligacdo Covalente em Matriz Insolavel

A imobilizagao por ligagao covalente em uma matriz baseia-se na retencao da
enzima a superficie do suporte através de ligagbes covalentes entre grupos
funcionais presentes na enzima (Figura 3.9) e na superficie do suporte. A
imobilizagdo por esta técnica é dividida em duas etapas: 1) funcionalizagdo do
suporte; 2) contato enzima-suporte, para que a reagao ocorra. A funcionalizagao
consiste em tornar o suporte apto para ligar-se covalentemente a enzima. A escolha
dos procedimentos a serem adotados na primeira etapa depende, principalmente,
das caracteristicas do suporte. A presenga de grupos hidroxilas, grupamentos
aldeidos e/ou grupos carboxilas, por exemplo, € que vai definir o tipo de ativacao

possivel de ser realizada e/ou grupamento ligante a ser adicionado.

Dentre os derivados reativos formados a partir do uso de determinados
reagentes em suportes onde estejam presentes grupos hidroxilas, aldeidos e/ou

carboxilas tem-se: imidocarbonatos, suportes com hidroxilas vicinais s&o ativados

com brometo de cianogénio para gerar derivados reativos de imidocarbonatos que
se ligam a um grupo amina da enzima a ser imobilizada para formar derivados de
uréia n-substituida, carbonato de imida n-substituido ou carbamatos n-substituidos;

derivados de acido azida, o grupamento aldeido do suporte é transformado em metil-

1 pgio s AIMOB . . . -
Atividade recuperada= ————*100, onde Auos € a quantidade de unidades de atividade

retida no suporte, A; é a quantidade de unidade de atividade oferecida para a imobilizagcdo e A; é a

quantidade de unidade de atividade que a enzima perde quando submetida as mesmas condigbes de

temperatura e pH sem a presencga do suporte.

2 . o A-AA , . .
Rendimento de imobilizagdo = —AC %100, onde A; é a quantidade de unidades de

atividade final na solugao de enzima oferecida a imobilizagéo.
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ester através de metanol em meio acido e, posteriormente, a hidrazida por meio de
hidrazina. A hidrazida formada reage com acido nitroso para formar o derivado

azida, que pode reagir com grupos aminas das moléculas de enzima a baixas

temperaturas; ligacdes peptidicas, grupos carboxilas ou aminas do suporte e da
molécula de enzima podem ser condensados diretamente através da formacao de
ligacbes peptidicas pela acdo de carbodiimidas ou por reagente de Woodward;

derivados de diazonium, suportes com grupos amino aromaticos sao diazotizados

com acido nitroso para formar os derivados de diazonium que reagem com grupos
aminas das enzimas (KENNEDY et al., 1988).

-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

- -OH Grupamento fendlico de L-tirosina

-58-8- Pontes dissulfidicas de L-cisteina

CH,-S - Tioeter de L-metionina

-CH,OH Hidroxila de L-serina e L-treonina

N NH Imidazol de L-histidina

gt
~NH

Guanidino de L-arginina

-NH-C,
%

Figura 3.9 — Grupos funcionais presentes na enzima disponiveis para a ligagao
covalente.

Outra forma de funcionalizar um suporte é através da adicdo de grupamentos
ligantes no suporte, sejam estes curtos ou longos, que irdo formar uma ponte entre a
enzima e o suporte. Estes grupamentos podem ser compostos silanicos
(silanizagao), grupos halogenados (alquilagdo) ou anéis de oxiranos (epoxidacgao)
(FABER, 1997; GODDARD e HOTCHKISS, 2007). A imobilizagao por ligagao
covalente em suportes ativados sem grupamentos estendidos pode promover uma

grande rigidez a enzima, alterando as propriedades desta e/ou desativando-a. O uso
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de grupamentos ligantes inertes tende a solucionar este problema ja que estes
tendem a preservar as propriedades desta enzima imobilizada, fazendo com esta aja
de forma similar a enzima soluvel (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2001).

Além de ativagdo quimica da superficie e adicdo de grupamentos ligantes
inertes, pode-se ligar covalentemente uma enzima a um suporte através do uso de
agentes bi ou multifuncionais. Estes agentes sdo capazes de realizar ligacao
cruzada entre as enzimas e o0 suporte de forma a imobilizar estas covalentemente.
Eles sdo divididos em grupos, de acordo com o tipo de ligacdo que podem realizar:
1) acido carboxilico — amina primaria ligantes; 2) tiol — tiol ligantes; 3) amina primaria
— amina primaria ligantes; 4) tiol — amina primaria; 5) nucleofilico — nucleofilico
ligantes; 6) carbonila — carbonila ligantes; 7) fenol — amina primaria ligantes; 8)
hidroxil — amina primaria ligantes; amina primaria — hidrogénio reativo ligantes; 9)
aldeido — amina primaria ligantes; 10) tiol — hidrogénio reativo ligantes; 11) tiol —
carbonila ligantes. Embora haja 11 grupos até o presente momento, apenas os 4
primeiros possuem uma maior expressao em termos de quantidade de reagentes e
aplicacoes estudadas (GODDARD e HOTCHKISS, 2007).

Como desvantagem deste método, tem-se uma maior dificuldade na selegao
das condigdes de imobilizagcdo, o que demanda maiores estudos no
desenvolvimento de um protocolo. Além disso, o uso de agentes funcionalizantes na
etapa de ativacdo do suporte promove um maior custo na obtengdo do
biocatalisador insoluvel. Porém, a ligagao formada, entre a enzima e o suporte, pela
técnica de ligacao covalente é forte, o que torna o derivado obtido mais estavel
frente a técnica de adsorgcdo. Além disso, através deste método, em geral, obtém-se
alta atividade catalitica no derivado (KENNEDY et al. 1988). Mas, para que isto
ocorra, € fundamental que as ligagdes se déem apenas entre 0s grupos néao
essenciais para a atividade da enzima. Uma forma de evitar ligacbes dos grupos
funcionais do sitio catalitico € o uso de substratos ou inibidores competitivos durante
o processo de imobilizagdo (MATEO et al., 2000; OTERO et al., 1988).

3.2.3 Encapsulamento

A imobilizagdo por encapsulamento, também denominado de aprisionamento
ou oclusao, consiste na retencao fisica do biocatalisador no interior de uma matriz

polimérica, sem que seja estabelecida qualquer ligagdo quimica, logo ndo se
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observam alteragbes estruturais ou interagcbes com o centro ativo. Desta forma,
moléculas grandes, tais como enzimas, ndo sao capazes de se difundir através
desta membrana, enquanto que pequenas moléculas, como substratos e produtos,

difundem-se.

A vantagem da utilizagdo desta técnica é que a enzima ndo interage
quimicamente com o polimero evitando, assim, a desnaturacdo. Contudo, a
velocidade de difusdo dos substratos e produtos através da membrana/matriz
polimérica, bem como o peso molecular dos mesmos, sdo fatores limitantes
(KENNEDY et al., 1988; DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Dependendo do material utilizado como suporte e do processo de
confinamento, pode-se dividir esta técnica em: encapsulamento em membrana;

encapsulamento em matriz e microencapsulamento.

3.2.3.1 Encapsulamento em membrana

A imobilizagao por confinamento fisico em ultra-membranas e fibras ocas tem
se expandido consideravelmente nos ultimos anos. Dentre algumas aplicagdes
industriais existentes, podem ser citadas: producdo de anti-inflamatérios e
esterdides; remocgao de nitrogénio de aguas residuarias; producdo de leite
deslactosado; hidrdlise de pectinas no processo de clarificagdo de sucos e remogao
de compostos polifendlicos do suco de uva na fabricagdo de vinho (GIORNO e
DRIOLI, 2000). Como exemplo de vantagens deste método pode-se citar a
imobilizacdo simultdnea de diferentes enzimas e o alto controle da seletividade de
substrato e produtos através de membranas seletivas. Contudo, a dificuldade de
trabalho com baixas concentragdes de substrato, devido a adsorgdo do substrato
pela membrana, e a possivel reducao da velocidade de reacdo, devido a difuséo do
substrato através da membrana, sdo alguns fatores que limitam sua implantagéo
(KENNEDY et al.,, 1988). Atualmente, o uso de membranas semipermeaveis tem
permitido a aplicagdo destes biocatalisadores em sistemas de analises, como
sistemas de analise em fluxo e biossensores, promovendo a eliminacdo de
interferentes da analise. Um exemplo, € o uso da membrana de semipermeavel
Nafion™ da DuPont, que, por ser um polimero altamente carregado negativamente,
€ capaz de eliminar interferentes como acido ascérbico e acido urico no sistema
redox (SCOUTEN et al., 1995).
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3.2.3.2 Microencapsulamento

O microencapsulamento é uma particularidade da imobilizacdo em
membranas, onde as enzimas s&o confinadas em microcapsulas. Em geral, essa
técnica é sempre utilizada em consoércio com a ligagao cruzada intermolecular onde,
inicialmente as enzimas sao interligadas umas as outras formando agloremados e,

posteriormente, sdo microencapsuladas (GERHARTZ, 1990).

Para a obtengdo de microcapsulas, em geral, faz-se uso de técnicas de
gotejamento simultaneamente a sistemas de pertubagdo, como geradores
eletrostaticos, cortador de jatos, bocal de ressonancia ou disco rotativo
(http://nanoparticles.org/pdf/Poncelet-Microencapsulation.pdf, acessado em 16 de
agosto de 2007). E, como matrizes, em geral, s&o utilizados o colageno, a celulose,

a quitosana e o poliuretano.

Ha também o uso de micelas reversas ou vesiculas como agentes formadores
de microcapsulas. Estes agentes em meio organico ou aquoso envolvem a enzima,
formando uma microcapsula. Embora isto ndo conduza a uma imobilizagéo por si so,
esta técnica promove um espaco restrito para a enzima que é entdo separada dos

demais componentes presentes no reator (FABER, 1997).

3.2.3.3 Encapsulamento em matriz

A imobilizagdo por encapsulamento em matriz consiste no confinamento das
enzimas em lacunas da matriz polimérica que se formam ao redor do biocatalisador.
As formas primarias da matriz podem ser: monémeros, pré-polimeros ou polimeros.
No caso de mondémeros ou pré-polimeros, a oclusdo ocorre durante a polimerizagao
para a formacdo da matriz polimérica. Ja no caso de polimeros, podem ocorrer
oclusdo por formagéo de rede ibnica, ex. alginato, quitosana e pectina, ou ocluséao

por precipitagcao, ex. gelatina, carragena, agar e agarose (SANTOS, 2003).

Para a formagao da matriz polimérica contendo o biocatalisador, a forma
monomeérica € misturada junto a solugédo de enzima e a partir de entdo se adicionam
aditivos e/ou forgas para promover a polimerizagdo. A técnica mais utilizada
recentemente para a imobilizagao por encapsulamento em matriz é a técnica sol-gel,
fazendo uso principalmente de silicatos organicamente modificados (ALFAYA e
KUBOTA, 2002).
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Outra técnica que, apesar de recente (primeiro trabalho publicado data de
1986), vem sendo bastante difundida e aplicada € a eletropolimerizagdo. A mesma
consiste na formagao da matriz através de uma corrente que passa pela mistura da
forma primaria da matriz com a solugao de enzima. Além de ser uma técnica barata,
pode-se ter controle da formacdo da matriz polimérica, promovendo assim maior
reprodutibilidade quanto ao imobilizado obtido. E dentre os campos de aplicacao
dessa técnica, destacam-se os biossensores, principalmente, por se possibilitar o
uso de polimeros condutores como matriz (SCOUTEN et al., 1995; COSNIER,
1999).

3.2.4 Ligagao Cruzada Intermolecular

Além de enzimas imobilizadas em suportes, estudos tém sido realizados
objetivando a obtenc&do de enzimas imobilizadas livres de suporte. Tais derivados
sdo obtidos através de ligacdo cruzada direta em diferentes preparagcées como
enzima dissolvida, enzima cristalizada, enzima liofilizada e enzimas fisicamente
agregadas (Figura 3.10). O agente quimico utilizado na etapa de ligagdo cruzada
enzima-enzima sao 0s mesmos que podem ser utilizados para fazer a ligagcéo
cruzada enzima-suporte, sendo o glutaraldeido um dos mais utilizados (CAO, 2005).
Este, através dos dois grupos aldeidos presentes, forma bases de Schiff com
residuos de aminoacidos de lisina da enzima (no qual se encontram os grupos
aminas que irdo reagir com os grupos aldeidos) promovendo uma rede de ligagéo
cruzada (SANTOS, 2003).

A retencao de atividade e de estabilidade das enzimas assim imobilizadas
dependem de alguns fatores, tais como o meio no qual a ligagao foi realizada e os
agentes ligante e precipitante utilizados, quantidade de agente ligante, temperatura,
pH e forca ibnica. Como ndo ha a presenga de suportes, as enzimas se suportam
em seus aglomerados, o que tornam aquelas que ficam no centro do aglomerado
inativas. Essa perda de atividade para formar os aglomerados faz com que esta
técnica tenha baixa atividade recuperada, embora geralmente este tipo de técnica
promova atividade (U/g de enzima imobilizada) 10 a 1000 vezes maior do que as
enzimas imobilizadas em suporte. Além disso, apesar de terem elevada estabilidade
a altas temperaturas e a solventes organicos, os aglomerados possuem baixa
estabilidade mecanica. E como as interagdes ocorrem ao acaso, esta metodologia

possui baixa reprodutibilidade. Algumas aplicagdes industriais tém se restringido ao
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uso de ligagbes cruzadas entre enzimas cristalizadas e enzimas fisicamente
agregadas, em especifico para lipases, proteases e acilases (CAO et al., 2003;
CAO, 2005).

Enzima dissolvida

- N

Ligante

Figura 3.10 — Diferentes mecanismos para obtencdo de enzimas imobilizadas livres
de suporte: (a) cristalizacao; (b) agregacgao; (c) liofilizacao; (d) ligagédo cruzada direta
(Fonte: CAO et al., 2003).

3.2.5 Suportes para Imobilizacéo

Varios materiais podem ser usados como suporte de imobilizagédo e, durante
uma selecdo para um dado processo de imobilizagdo, as principais propriedades
que devem ser analisadas sdo: pH, carga, natureza hidrofébica e hidrofilica,
presenca de ions metalicos na superficie; morfologia; composicao; resisténcia ao
ataque microbiologico; resisténcia mecanica, e resisténcia a compactagcdo em
operacgoes a altas vazdes quando se utilizam reatores de leito fixo; possibilidade
para modificagdes fisicas (tamanho, diametro, area supercial etc) e quimicas
(ZANIN, 1989). Mas, a escolha do suporte para a imobilizagdo depende n&o s6 das
suas propriedades quimicas e fisicas, como também, e principalmente, da enzima a

ser imobilizada e do processo no qual o catalisador sera aplicado. Logo, pode-se
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dizer que ndo ha um suporte universal que possa ser aplicado em todas as
situagdes (ZANIN, 1989; D'SOUZA, 2006).

Os materiais utilizados como suporte podem ser porosos, hdo porosos ou
estrutura de gel. A vantagem do uso de materiais porosos € a existéncia de uma
grande éarea interna disponivel para a imobilizagdo, protegendo a enzima da
turbuléncia externa. Em contraponto, a vantagem dos materiais ndo porosos, apesar
da baixa area superficial, € a auséncia da resisténcia a transferéncia de massa
interna, que em alguns casos pode tornar a velocidade da reacdo bastante lenta.
Quanto aos géis, estes sao utilizados nos casos em que a grade formada seja de
tamanho de malha suficiente de modo a reter a proteina sem ocasionar restricdes
difusionais ao substrato (GONCALVES, 1996; ZANIN, 1989).

Outra forma de classificar os materiais utilizados como suporte € quanto a sua
composicao, sendo estes divididos entre suportes organicos e suportes inorganicos.
Os suportes organicos podem ser naturais (celulose, agar, quitina, amido, colageno
etc) ou sintéticos (poliestireno, poliacrilatos, polivinilicos, nylon etc). Os inorganicos,
por sua vez, dividem-se em minerais (areia, bentonita, argilas, “horneblenda”,
“‘pedra-pomes” etc) e fabricados (vidro, ceramica, silica de porosidade controlada,
oxido de ferro, 6xido de niquel etc) (GONCALVES, 1996; ZANIN, 1989).

Caracteristicas como elevada forca mecanica, resisténcia a solventes
organicos, estabilidade frente a variacbes de pressao, temperatura e pH, e facil
regeneragao por processo de pirdlise tornam os suportes inorganicos mais
adequados para o uso industrial. Contudo, fatores como alto custo deste tipo de
suporte (CASTRO et al.,, 2000) e grande variedade de grupos funcionais reativos
que podem ser adicionados e/ou ativados em suportes organicos (HEINZE e
LIEBERT, 2001) contribuem para que a maioria das enzimas imobilizadas,

disponiveis comercialmente, seja obtida com matrizes organicas.

Atualmente, o uso de materiais poliméricos como suporte para a imobilizagao
de compostos bioativos tem se estendido extensivamente, sendo observado um
grande numero de publicagdes nesta area. O grande interesse por este tipo de
material € funcdo de caracteristicas como natureza inerte; versatilidade para o uso
de diferentes técnicas de imobilizacdo, sendo a adsorcdo via interacbes
eletrostaticas e a ligacdo covalente as mais estudadas; disponibilidade para

fabricagdo industrial em qualquer pais; custo médio; e resisténcia (GODDARD e
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HOTCHKISS, 2007). Embora o custo desses tipos de suporte seja categorizado
como médio, na escala de pregos dos suportes atualmente utilizados para a
imobilizagdo de enzimas, € fato que ainda um dos maiores entraves de realizar o
aumento de escala de certos bioprocessos € o custo da enzima imobilizada. No caso
de imobilizagao em polisiloxano-alcool polivinilico, por exemplo, tem-se que apenas,
aproximadamente, de 154 a 36,7% do custo do derivado (considerando,
respectivamente, lipase pancreatica e lipase de Candida rugosa como as enzimas
imobilizadas) sédo decorrentes do biocatalisador utilizado. Os principais custos
representam o suporte, os aditivos e o agente funcionalizante utilizado (URIOSTE,
2004). Neste contexto, pesquisas tém sido desenvolvidas na busca por processos
de imobilizagdo mais baratos, sendo o suporte um dos grandes alvos desta busca

pela reducio de custos.

3.2.5.1 Materiais lignocelulésicos como suporte

A busca por suportes mais baratos e a abundancia de residuos
agroindustriais, tem levado a alguns estudos de imobilizacdo de enzimas em
residuos ou em substancias extraidas do mesmo. Um exemplo destes residuos
estudados foram sementes processadas, oriundas de cervejarias, nas quais Rocha
et al. (2005) imobilizaram tripsina por adsor¢do ou tratando o suporte com
glutaraldeido ou com dietilaminoetil. A enzima imobilizada em suporte tratado com
glutaraldeido mostrou-se mais estavel mantendo cerca de 81% de sua atividade
apos 3 ciclos reacionais. Também se estudou a imobilizagdo de papaina em pectina
extraida de residuos do processamento de maracuja. O derivado obtido foi estavel
perdendo apenas 15% da sua atividade apds estocagem por 6 meses (CENICEROS
et al., 2003).

No Brasil, os residuos agroindustriais mais abundantes sdo, em ordem
decrescente, bagaco da cana de acucar, palha de cana, palha de soja, palha arroz e
sabugo de milho (CASTRO e PEREIRA Jr., 2010). Como a maioria, estes residuos
sdo materiais lignocelulésicos — materiais constituidos principalmente por lignina,
celulose e hemicelulose. Por possuirem caracteristicas como grupamentos OH
disponiveis, carga, natureza hidrofébica e hidrofilica e presenga de ions metalicos na
superficie, estes tem sido estudados como suporte para imobilizacdo de enzimas. A
presenga de grupamentos OH possibilita, principalmente, a funcionalizagdo da

superficie produzindo suportes tratados para a imobilizacdo por ligagado covalente.
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Como exemplo, Jesus et al. (2001) imobilizaram lipase em bagago de cana-de-
agucar obtendo uma carga de 120 mg de proteina/g de suporte. Em paralelo, Castro
et al. (2001) avaliaram o desempenho de palha de arroz como suporte para
imobilizagcdo de lipase. O material foi funcionalizado com glutaraldeido. Os
resultados foram similares aos encontrados para a imobilizacdo de lipase em
quitosana ou polimeros sintéticos. Casca de arroz também tem sido estudada como
suporte para imobilizagdo de enzimas. D'Souza e Godbole (2002) imobilizaram
invertase em casca de arroz, através da funcionalizacdo com polietilienamina. O
derivado obtido mostrou-se bastante estavel operacionalmente, tendo-se observado
que apoés 12 ciclos reacionais este ndao perdeu atividade. Celulignina extraida de
madeira de Eucaliptus grandis, apresentando 35% de lignina e 65% de celulose,
também foram estudados como suporte na imobilizacdo de enzimas. Lipase de
Candida rugosa imobilizada via ligagao covalente neste suporte pré-ativado com
glutaraldeido, mostrou grande potencial para aplicacbes em reagdes de sintese e de
hidrélise (GOMES et al.,, 2005; PEREZ et al., 2007). Ainda na linha de materiais
lignoceluldsicos de baixo custo, fibras vegetais de bucha (Luffa cylindrica), material
bastante estudado na obtengdao de compdsitos e biossorcdo de metais, mostraram-
se promissoras como suporte para imobilizagdo de invertase (POCAS et al., 2004).
Além disso, outros residuos agroindustriais, que foram estudados como suporte para
biossorcdo de metais pesados ou para imobilizagdo de microrganismos, possuem
um potencial a ser estudado quanto ao uso como matriz para a imobilizagdo de
enzimas. Como exemplo destes materiais, pode-se citar: fibra de juta (SHUKLA e
PAI, 2005) e casca de amendoim (RAMIREZ-LOPEZ et al., 2003).

Outro material lignocelulésico em potencial como suporte para imobilizagao é
a fibra de coco. Trés trabalhos reportam seu uso como suporte para enzimas. Dey et
al. (2002) estudaram a imobilizacdo de a-amilase de Bacillus circulans GRS 313 em
fibra de coco maduro. A enzima imobilizada por adsor¢cdo manteve 90% do seu
potencial catalitico apos 3 ciclos e teve bom rendimento. Brigida et al. (2007)
estudaram a imobilizacdo de lipase tipo B de Candida antarctica em fibra de coco
verde funcionalizada com 3-glicidoxipropil-trimetoxisilano. Quando imobilizada em
pH 10, a lipase mostrou-se 363 vezes mais estavel do que a enzima livre e manteve
70% e 90% da atividade inicial apés 3 ciclos reacionais de hidrdlise e sintese,

respectivamente. A mesma enzima, quando imobilizada por adsor¢cdo, mostrou-se
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92 vezes mais estavel do que a enzima livre e apresentou estabilidade operacional
de sintese similar a obtida pra CALB imobilizada por ligacdo covalente no mesmo
suporte (BRIGIDA et al., 2008).

Por possuir teores de lignina e celulose na faixa de 38 a 51,3% (van DAM et
al., 2004; SATYANARAYANA et al.,, 2007) e de 35 a 40% (BASAK et al., 1983;
SATYANARAYANA et al., 2007), respectivamente, e metais na superficie (JUSTIZ-
SMITH et al.,, 2008), a fibra de coco apresenta alta resisténcia mecanica. Tal
caracteristica a torna um potencial material para suportar enzimas que serao
utilizadas em reatores de leito fixo. A existéncia de uma superficie
hidrofilica/hidrofébica também é de fundamental importancia, principalmente pra
imobilizagdo de lipases. Residuo da agroindustria, a geragcdo de casca de coco
representa um problema sério de descarte, principalmente nos grandes centros
urbanos, onde o material € disposto em lixdes e aterros sanitarios e, por ser
volumoso e de degradacao lenta, gera impactos ambientais significativos (ROSA et
al., 2002). S6 em 2009, 1.676.222 frutos de coqueiro foram produzidos no Brasil
(IBGE, 2010), o que representa um total de, aproximadamente, 2,5 milhdes de
toneladas de casca de coco gerados®. Tal abundancia e o baixo custo sdo outros

fatores que impulsionam o uso deste material como suporte.

3.3 LIPASES IMOBILIZADAS

Um aumento no numero de aplicacbes de lipases em sinteses e
biotransformacées demanda um biocatalisador imobilizado eficiente para uso. A
imobilizacdo possibilita o reuso de lipases caras, como também, pode melhorar a
estabilidade e a atividade da enzima. Muitos métodos tém sido usados para
imobilizar lipases, incluindo adsor¢cdo ou precipitacdo em materiais hidrofébicos,
ligacao covalente a grupos funcionais, imobilizagdo em gel, adsor¢gdo em resina de
troca ibnica macroporosa e microencapsulamento em vesiculas de lipidios
(VILLENEUVE et al., 2000; SHARMA et al., 2001; FERNANDEZ-LORENTE et al.,
2007a). Além disso, a variedade de suportes utilizados € notdria, destacando-se a
imobilizagcdo de lipase em poli(propileno) (FORESTI e FERREIRA, 2005),

A quantidade de casca de coco gerada em 2009 foi calculada a partir da estimativa do peso médio
de um fruto de coqueiro “Ando Verde” (~ 1,7kg) — espécie mais utilizada para a produgao de agua de
coco — reportada por Marinho et al. (2006) e com base em estudos de Rosa et al. (2001) que
estimaram o peso da casca de coco de um fruto como sendo entre 80 a 85% do peso bruto do coco
“in natura”.
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poli(estireno) (OLIVEIRA et al., 2000), silica (PARK et al., 2006), Eupergit®
(KNEZEVIC et al., 2006) e quitosana (AMORIM et al., 2003), além de poli(metil-
metacrilato), poli(cloreto de vinila), quitina e resina anidnica (DALLA-VECCHIA et al.,
2004). O uso de agentes gelificantes naturais, como gelatina, agarose e k-
carragenanas, também tem sido testado para a formacdo de organo-gel de
microemulsdo, bem como hidrogéis (STAMAKIS e XANAKIS, 1999).

Na literatura existe um grande numero de publicagbes com aplicagbes de
lipases imobilizadas por adsorgéo fisica. Inicialmente, os suportes mais utilizados
para a imobilizagdo destas enzimas eram vidro de porosidade controlada, terra
diatomacea, silica e alumina. Contudo, recentemente os suportes mais usados para
esta técnica sdo as resinas de troca idnica, celite e biopolimeros (VILLENEUVE et
al., 2000). Outros tipos de suporte bastante estudados s&o os de carater hidrofobico.
Isto porque a superficie hidrofébica assemelha-se a interface que induz a mudanca
conformacional das lipases, a qual & necessaria para tornar livre o acesso dos
substratos ao sitio ativo, promovendo a ativagao da enzima. Além disso, a superficie
hidrofébica induz a lipase a se adsorver numa orientagcdo que favoreca a exposicao
do sitio ativo aos substratos (BASTIDA et al.,, 1998; BLANCO et al., 2004,
FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007a). Tal fato é observado principalmente para
substratos pequenos e hidrofébicos. Contudo, se o substrato € muito longo ou
hidrofilico, o carater hidrofébico do suporte pode gerar um impedimento estéreo para
atuacao das lipases imobilizadas e/ou reduzir a particdo deste substrato frente ao
sitio catalitico, sendo observada nesses casos uma redugdo na atividade das
enzimas imobilizadas (MATEO et al., 2007).

No caso de imobilizagdo de lipases por ligagdo covalente, embora haja varios
métodos e agentes funcionalizantes para ativar um suporte (item 3.2.2), o agente
funcionalizante mais utilizado é o glutaraldeido (FERNANDEZ-LORENTE et al.,
2001; AMORIM et al., 2003; KNEZEVIC et al., 2006). Este composto faciimente
forma polimeros que contém w-aldeidos insaturados que podem reagir com o0s
grupos amina do suporte. Outro método usado é do brometo de cianogénio. Este é
aplicado em suportes que possuam grupos o-glicois, como agarose, celulose ou

resina Sephadex.

Embora esta técnica seja bem difundida, a quantidade de estudos

imobilizando lipases por ligagdo covalente € bem menor frente a imobilizacdo por
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adsorc¢ao, haja vista, principalmente, a diferenga de custo entre estas (VILLENEUVE
et al., 2000). Contudo, apesar dos custos mais elevados frente a imobilizagao por
adsorgao, a imobilizagdo de lipases por ligagdo covalente é bastante aplicada em
sistemas onde se deseja ter maior estabilidade operacional da enzima em reagdes
de hidrdlise, ja que o sistema aquoso favorece a dessorgcédo de lipases adsorvidas
(DALLA-VECCHIA et al., 2004); e em estudos de modulacédo da seletividade, onde,
através do enrijecimento do biocatalisador, € possivel controlar e/ou modificar as
caracteristicas de enantioseletividade (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2003; MATEO
et al., 2007).

O uso de aditivos ou solventes durante o processo de imobilizacdo de lipases,
com o intuito de melhorar a eficiéncia, tem sido descrito na literatura (STARK e
HOLMBERG, 1989; ROCHA et al.,, 1998;). Suportes pré-tratados com solventes
polares, tais como etanol ou iso-propanol, ttm um rendimento de adsorcdo maior
frente ao suporte ndo tratado. O solvente polar, quando em contato com o suporte,
“absorve” as moléculas de agua, favorecendo a adsor¢ao (DALLA-VECCHIA et al.,
2004). Uso de solventes apolares também é referenciado, por exemplo, octano e
hexano. Em geral, o uso destes solventes se da como uma segunda etapa do
processo de imobilizagdo: apds algumas horas de contato entre a enzima e o
suporte, a enzima imobilizada € submetida a uma mistura tampao/hidrocarboneto. O
objetivo € promover a ativagao interfacial da enzima (ROCHA et al., 1998; FORESTI
et al., 2005). Além disso, imobilizagdo em microemulsdo ou na presenga de
solvente, tem retido atividade de transesterificagao, fatalmente reduzida quando a
enzima € imobilizada covalentemente em meio aquoso (STARK e HOLMBERG,
1989).

Sao inumeros os aditivos usados no processo de imobilizagcado, por exemplo,
albumina, gelatina, caseina, glutaraldeido e poli(etilenoglicol) (PEG). O uso de
proteinas como albumina e caseina tem por objetivo reduzir o efeito de deformagao
provocado pela alta afinidade entre alguns suportes e as lipases que pode ser
observado quando se utiliza solugcbes de baixa concentracido de enzima durante a
imobilizacdo. O glutaraldeido promove maior eficiéncia ao processo de imobilizagao,
estabilizando as interagcdes da enzima com o suporte (VILLENEUVE et al., 2000).
Quanto ao PEG, a presenga do mesmo afeta o nivel de hidratacdo da enzima

através da modificagdo da hidrofilicidade nas proximidades da molécula,
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promovendo uma maior ativacdo de certas enzimas, principalmente em lipases
(ROCHA et al., 1998; DALLA-VECCHIA et al., 2004; SOARES et al., 2003).

Embora os aditivos mencionados acima tenham influéncia significativa sobre
a atividade da enzima imobilizada obtida, a agua é um dos mais importantes aditivos
quando o biocatalisador age em meio organico. O teor de agua minimo exigido para
um dado sistema vai depender do solvente organico usado e das caracteristicas do
suporte (ROCHA et al., 1998). O material usado como suporte para a imobilizagdo
vai influenciar ndo s6 na quantidade de agua total nas proximidades da enzima,
como também na particdo dos reagentes e/ou produtos na mistura reacional
(DALLA-VECCHIA et al., 2004). Em reacgdes de esterificacdo, tem-se reportado que
suportes hidrofilicos proporcionam efeito inibidor, para certos limites de
concentragédo, do doador do grupo acila sobre a lipase imobilizada (CHEN, 1996).
Contudo, neste mesmo estudo, Chen observou que o uso de géis como suporte
aumenta a tolerancia da enzima ao efeito inibidor do alcool, possibilitando o uso de
altas concentragdes de etanol para a obtencdo de um maior rendimento. Em
reagdes de hidrélise, o uso de suportes hidrofilicos geralmente favorece a catélise
por lipases imobilizadas (VILLENEUVE et al., 2000; SHARMA et al., 2001).

3.3.1 Imobilizag&o de lipase tipo B de Candida antarctica

No que diz respeito a imobilizacdo de lipase tipo B de C. antarctica,
considerando que esta € uma das poucas lipases que nado sofre o fenbmeno de
ativacao interfacial (JAEGER e REETZ, 1998), tem-se observado que a imobilizagéo
em suportes hidrofébicos ndo apresenta hiper-ativacdo da enzima imobilizada. Além
disso, quando Blanco et al. (2004) realizaram a imobilizagdo de CALB em silica
hidrofobizada com grupos octil, observou-se que as interagbes hidrofébicas entre a
enzima imobilizada e o suporte afetaram negativamente a estrutura terciaria da
CALB, promovendo uma queda na atividade da enzima. Tal observacao fornece
indicios de que o uso de suportes altamente hidrofébicos pode, em algumas

circunstancias, reduzir a eficiéncia de imobilizacédo da CALB.

Dentre os suportes que tem sido utilizados para a imobilizacao de lipase de C.
antarctica, podem ser citados: resina acrilica (DALLA-VECCHIA et al., 2004), carvao
ativado, agarose (RODRIGUES, 2005), quitosana (FORESTI e FERREIRA, 2005),
Sepabeads EC-Butyl®, Sepabeads EC-Octadecyl®, Diaion HP20® e Diaion SP207°
(PETKAR et al., 2006). Maior destaque se da a lipase de C. antarctica imobilizada
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em resina acrilica macroporosa, comercializada pela Novozymes (Novozyme 435) a
qual possui excelentes resultados de estabilidade operacional em reacdes
hidroliticas e de sintese e estabilidade térmica (ARROYO et al., 1999), além de,
recentemente, ter mostrado estabilidade em reacdes em fluidos supercriticos, tendo-
se observado inclusive um leve aumento na atividade quando utilizou-se n-butano ou
propano comprimidos como meio (OLIVEIRA et al., 2006). Suportes organicos com
base ligno-celuldsica (fibra da casca de coco verde) também vém sendo estudados
para a imobilizagdo desta lipase pelos grupos de pesquisa brasileiros GPBIO (UFC)
e BIOSE (UFRJ) (BRIGIDA et al., 2007; BRIGIDA et al., 2008). Tais estudos visa
contribuir para obtencdo de biocatalisadores imobilizados de baixo custo a base de

lipase B de C. antarctica.
3.3.2 Imobilizacao de lipase de Yarrowia lipolytica

Segundo levantamento bibliografico realizado, apenas trés trabalhos tem
reportado a imobilizagdo da lipase de Y. lipolytica. Duas técnicas foram utilizadas até
0 momento: adsorgao e ligagdo covalente. A técnica de adsorgao foi estudada em
celulose de dietilaminoetil, celulose fosfatada (PAQUOT et al., 1996), Accurel®
MP1000 (OLIVEIRA et al., 2006), octil-agarose, octadecil-agarose e MANAE-
agarose (CUNHA et al., 2008). Maior estabilidade foi proporcionada na imobilizagao
em octadecil-agarose. A imobilizagdo por ligagdo covalente em CNBr-agarose
resultou em um derivado com baixa carga enzimatica. A inativagdo da enzima pode
ter ocorrido em consequéncia da desestabilizacdo da estrutura provocada pela

ligacao enzima-suporte ou pelo pH de imobilizacao (CUNHA et al., 2008).

Paquot et al. (1996) observaram que a imobilizagdo de lipase de Y. lipolytica
em resina catibnica (celulose fosfatada) obtém resultados inferiores a 57% de
rendimento de imobilizagdo apdés 24 horas de contato, enquanto que em resina
anibnica (celulose de dietilaminoetil), observou-se 100% de rendimento de
imobilizagdo apds 24 horas de contato. Tal resultado mostra que o uso de resina

catibnica para a imobilizagédo de Y. lipolytica é insatisfatorio.

Quanto a imobilizagado de lipase de Y. lipolytica por adsorgdo em suporte
hidrofébico (Accurel® MP1000), observou-se equilibrio em 2 horas de contato, e a
obtencdo de um derivado bastante estavel quanto a estocagem — atividade retida
maior que 90% apds um més de estocagem a temperatura ambiente — além de
bastante estavel sob altas pressées (OLIVEIRA et al., 2006).
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3.3.3 Aplicacdes de Lipases Imobilizadas

Sao inumeras as aplicagbes de lipase como biocatalisadores (HASAN et al.,
2006). Considerando as condigdes adversas para o uso de lipase livre em algumas
reacdes de interesse industrial, como as de sintese em meio orgénico, bem como
visando a otimizacado do processo através do desenvolvimento de processos
continuos, o uso de lipases imobilizadas tornou-se uma necessidade. Dentre os
beneficios do emprego deste biocatalisador suportado, tem-se: redugéo do potencial
de contaminacdo do produto com lipase residual; reuso do biocatalisador; melhor
controle e qualidade do processo diante de biocatalisadores mais estaveis e
resistentes; e praticidade na separagao do biocatalisador do sistema de reacéo para
posterior reutilizacdo (MALCATA et al., 1990; ILLANES, 2005).

3.3.3.1 Reagdes de Hidrdlise

O uso de lipases imobilizadas na industria data de quase duas décadas. Em
1988, pesquisadores da AKZO Chemicals e Tsukishima Kikai Company Ltd
estudaram e iniciaram o uso de lipases imobilizadas para a limpeza de 6leos e
gorduras naturais em um CSTR (UHLIG, 1998). Atualmente, uma das grandes
aplicagdes de lipase € na produgdo de acidos graxos poliinsaturados (AGPI), os
quais tém mostrado varios efeitos benéficos a saude humana. A obtencao
biocatalitica destes acidos pode dar-se por hidrolise de dOleos de peixe ou 6leo
vegetal, esterificacdo entre alcoois poliidricos e acidos graxos livres ou
interesterificagcdo de triacilgliceréis com um acido graxo, um alcool ou outro éster.
Dentre as principais referéncias que abordam o enriquecimento de AGPI por
reacoes de hidrolise, esterificacdo e interesterificagdo usando lipases de diferentes
fontes (ex., Candida rugosa, Candida antarctica, Geotrichum candidum e
Pseudomonas fluorescens), observou-se que a maioria faz uso de lipase
imobilizada. Tal observacéao indica o enriquecimento de AGPI como um dos grandes

potenciais de aplicagao de lipase imobilizada (CARVALHO et al., 2003).

E vasto o nimero de processos que modificam 6leos e gorduras por
biotransformacao utilizando lipases livres ou imobilizadas, sendo a obtencao de
AGPI anteriormente citado, apenas um exemplo de grande importancia econémica.
Dentre os produtos de maior interesse comercial obtidos em meio aquoso tem-se:
astaxantina (corante de alimentos) e acido 4-hidroxidecandico, usado como

precursor de aromas e éster gama-decalactona (sabor de frutas).
38



Capitulo 3 — Reviséao Bibliografica

Além da obtencdo de produtos comerciais, as lipases também vém sendo
empregadas no tratamento de efluentes. Devido sua capacidade de hidrélise de
Oleos e graxas, estas podem ser utilizadas no tratamento de efluentes com alto teor
de gorduras, como os gerados em industrias de carne, balas, éleo de oliva e
lacticinios, em matadouros, em restaurantes e em frigorificos. O emprego de lipases,
em geral, se da durante um pré-tratamento do efluente, visando a redugao do teor
de carga organica (MENDES et al., 2005; LEAL et al., 2006; RIGO et al., 2008). Para
promover o pré-tratamento do efluente, as lipases, em geral, séo utilizadas na forma
de extrato bruto (caldo fermentado) ou isoladas. Contudo, alguns estudos vém
apontando para a aplicacdo destas enzimas na forma imobilizada, a fim de realizar
seu reaproveitamento e evitar perda excessiva de atividade por desativacdo ou
inibicdo (JEGANATHAN et al., 2007). Para que o uso da lipase imobilizada seja
economicamente viavel, a mesma deve ser imobilizada por técnicas baratas, como
adsorcao, e fazendo uso de suporte de baixo valor comercial, por exemplo, os
residuos agroindustriais. Além disso, alguns processos onde o efluente possui
subprodutos com valor comercial, como efluentes ricos em amido e lipidios, onde se
deseja recuperar este subproduto, s&o alvos convidativos para o uso de lipases

imobilizadas.

3.3.3.2 Reagdes de Sintese

Em meio organico, dentre os produtos obtidos via processos de esterificagao
catalisados por lipases encontram-se: isopropilmiristato, isopropilpalmitato e 2-
etilexilpalmitato, que sao ingredientes empregados na formulagdo de cremes,
cosmeéticos e outros produtos de higiene; ésteres de poliglicerol, usados como
emulsificantes (CASTRO et al., 2004); ésteres de carboidratos com aplicabilidade na
biomedicina e como biosurfactantes (BAGI e SIMON, 1999; TORRES e OTERO,
2001); producédo de aromas (THAKAR e MADAMWAR, 2005); producao de dleos
essenciais (YADAV e LATHI, 2004).

Quanto aos processos de interesterificacao, estes sao os mais usados para a
obtencao de 6leos e gorduras com fungdes desejaveis na manufatura de produtos
especificos como: producdo de analogos de manteiga de cacau, um dos mais
importantes usos de lipase em processos de interesterificacdo; diacilglicerol,
ingrediente principal do azeite “Healthy Econa Cooking OIli”, lider do mercado de

azeites de primeira classe por possuir propriedades funcionais que impedem o
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aumento de gordura no corpo; e sintese de lipideos estruturados (CASTRO et al.,
2004). A producao de biodiesel € outro campo bastante explorado ultimamente. A
partir de reagbes de transesterificagcdo entre um déleo e um alcool catalisada por
lipases é possivel obter biodiesel tendo como principal vantagem, frente a catélise
quimica, a separagao catalisador/produto (MARCHETTI et al., 2007). Além de
estudar fontes diversas de 6leo, muitas pesquisas tém focado na fonte de lipase e
nas etapas de reacgédo, visando maior rendimento e alta taxa de producéo (BAJAJ et
al., 2010).

A regioseletividade, esteroespecificidade, especificidade pelo substrato e
baixo consumo de energia sdo algumas das caracteristicas que fazem com que os
processos catalisados por lipases se tornem mais atrativos do que os processos
convencionais ndo enzimaticos (PRAZERES et al., 1993). E tais caracteristicas s&o
de suma importadncia na producdo de aromas e flagrancias. Como exemplos,
Mustranta et al. (1993) utilizaram lipases de Candida rugosa, Aspergillus niger e
Pseudomonas fluorescens imobilizadas em resina de troca idnica e terra diatomacea
por adsorcéo, na esterificagado de acido laurico com diferentes alcoois para obtencao
de metil, etil e amil lauratos. Reacbdes de esterificagao catalisadas por lipase de
Candida rugosa imobilizada em suporte de nylon foram estudadas em reatores
continuos e em batelada por CARTA et al. (1995). Os autores verificaram que a
enzima imobilizada foi efetiva na sintese de etilproprionato, isoamilproprionato e
isometilbutirato. Além destes ésteres, outros como aroma de mentol ou flagrancias
de jasmim podem ser obtidos utilizando lipase como catalisador (SERRA et al.,
2005). Balcao et al. (1996) revisaram o estado da arte de biorreatores utilizando
lipases imobilizadas. A partir deste trabalho é possivel ter dimensdo do potencial de
aplicagao destas enzimas imobilizadas em sintese, bem como avaliar a diversidade

de técnicas de imobilizagdo usadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

No presente capitulo, referenciam-se os principais materiais utilizados, bem
como a descricdo das metodologias aplicadas no estudo da imobilizagc&o de lipases

utilizando fibra da casca de coco verde como suporte, para aplicagdes industriais.
4.1 MATERIAIS

4.1.1 Enzimas

Nos estudos de imobilizacdo em fibra da casca de coco foram utilizadas
lipases de duas fontes distintas: lipase tipo B de Candida antarctica — gentilmente
cedida pela Novozymes Latin America Ltda (Novozym CALB, Lote LCN 02100); e
extrato rico em lipase de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682 — produzido no
Laboratorio de Enzimologia da Escola de Quimica/UFRJ nas condigbes otimas
definidas por Amaral (2007). Para fins comparativos, a lipase comercial tipo B de
Candida antarctica imobilizada em resina macroporosa (Novozyme 435) foi

empregada.

4.1.2 Suporte

No presente trabalho, utilizou-se casca de coco verde coletada em postos de
venda de agua de coco para obtencédo da fibra a ser utilizada como suporte. O
processo de obtencédo da fibra, desenvolvido pela Embrapa Agroindustria Tropical
(ROSA et al.,, 2002), consiste em submeter a casca a trituragdo (em triturador
helicoidal com motor trifasico de 30 HP), seguida de prensagem e classificagdo (em
classificadora com motor trifasico de 5 HP e cilindro classificador que permite obter

trés fragdes granulométricas diferentes de p6é e uma fracao de fibra), ver Figura 4.1.

Para uso nos experimentos, as fibras obtidas pelo processo anteriormente
descrito foram selecionadas e cortadas de forma a atingirem a granulometria de 32 a
35 mesh.
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Figura 4.1 — Fluxograma do processo de obtencao da fibra de casca de coco verde.

4.1.3 Reagentes

Para as reacgdes de hidrolise foram utilizados: butirato de metila (Aldrich
Chemical Co), p-nitrofenil laurato (Fluka), p-nitrofenil butirato (Aldrich Chemical Co),
p-nitrofenil palmitato (Aldrich Chemical Co) e 6leo de pescado com antioxidante
(Biomega-Tech). A sintese de biodiesel foi realizada com 6leo acido de macauba
(gentiimente fornecido por Paradigma, Jabuticatubas - MG) e alcool etilico P.A.
(Synth). Para determinacdo de proteina utilizou-se soro albumina bovina (Merck)

como padrao, azul de Coomassie brilhante G-250 (Vetec) e acido orto-fosférico P.A.
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(Vetec). 3-Glicidoxipropil trimetoxisilano (Aldrich Chemical Co) foi utilizado como
agente funcionalizante na imobilizagao por ligagcéo covalente. Durante os estudos de
caracterizagdo da fibra, acido acético (Vetec), clorito de sodio (Riedel-de Haén),
acido sulfurico (Vetec) e hidréxido de potassio (Reagen) foram empregados. Outros
reagentes também foram utilizados como: n-heptano P.A. (Vetec), hexano P.A.
(Synth), hidréxido de sodio P.A. (Vetec), periodato de sodio P.A. (Vetec), biftalato de

potassio P.A. (Vetec), dentre outros, todos de grau analitico e de marcas diversas.
4.2 METODOS ANALITICOS

4.2.1 Atividade Hidrolitica em p-Nitrofenil Laurato

A reagao de hidrélise de p-nitrofenil laurato (pNFL) foi definida como a
metodologia padrédo para a medida de atividade hidrolitica no presente trabalho.
Para tanto, acompanhou-se a hidrolise de uma solugcdo de pNFL a 560 uM em
tampao fosfato de potassio a 50 mM e pH 7. A massa de p-nitrofenil laurato foi
dissolvida em dimetilsulfoxido (sempre na proporgao 0,018g:1mL) e entdo diluido em
tampédo. Para a determinagédo da atividade de enzima livre, adicionou-se 0,2 mL de
solugdo da mesma em 1,8 mL de substrato a 37°C, e, através da variagdo de
absorvancia (medida em espectrofotdmetro a 410 nm contra um branco de reacgao),
monitorou-se a quantidade de produto formado durante 100 segundos (AMARAL et
al., 2006a).

O calculo da atividade foi realizado através da Equacéo 4.1:

A MADS*D* f *V
AL*V

(4.1)

sendo:
A - a atividade da enzima (U/L), onde uma unidade (U) de atividade enziméatica
hidrolitica € definida como a quantidade de enzima que libera 1 pzmol de p-nitrofenol

por minuto nas condi¢gdes do ensaio;

AADbs - a variagao de absorvancia no intervalo de tempo At (em minutos) transcorrido

durante a fase de aumento linear dos valores de absorvancia;

D - a diluicao realizada para a leitura da solugao enzimatica;
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f - o fator de conversao dos valores de absorvancia para a concentragao de p-

nitrofenol, cujo valor é 245,1 ymol/L (para cubeta de acrilico) e 136,8 pymol/L (para

cubeta de quartzo) para o espectrofotometro utilizado;
At - o tempo decorrido de analise, em minutos;

V, - 0 volume (L) da solu¢do enzimatica utilizada no ensaio e

Vg - 0 volume (L) do meio reacional total.

No caso da medida de atividade de lipase imobilizada, 30 mL de solugao de
p-nitrofenil laurato preparada conforme anteriormente sdo colocados em contato
com 0,3 g de enzima imobilizada, sendo o sistema mantido sob agitagdo magnética,
a 37°C, por um periodo de 10 minutos. A reacao foi acompanhada através da leitura
de absorvancia realizada em intervalos de 1 minuto. Neste caso, o calculo da
atividade foi realizado através da Equacéo 4.2:
A _ DAbS*D* f *Vg

At*M 4

4.2)

sendo:
A - a atividade da enzima (U/kg), onde uma unidade (U) de atividade enziméatica
hidrolitica é definida como a quantidade de enzima que libera 1 #mol de p-nitrofenol

por minuto nas condi¢cdes propostas;

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 diluicao realizada para a leitura da solugao enzimatica;

f - o fator de conversao dos valores de absorvancia para a concentragao de p-

nitrofenol, cujo valor é 245,1 ymol/L (para cubeta de acrilico) e 136,8 uymol/L (para

cubeta de quartzo);
At - o tempo decorrido de analise, em minutos;

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

Ma - @ massa, em kg, de enzima imobilizada utilizada.
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4.2.2 Atividade Hidrolitica em Outros Substratos

A fim de avaliar a especificidade das lipases estudadas, outras reagdes de
hidrolise com substratos de cadeia mais curta e/ou mais longas do que o pNFL

foram realizadas.

4.2.2.1 Hidrélise de butirato de metila

A reacao de hidrélise de butirato de metila 1% (v/v) catalisada pela enzima
livre ocorreu em tampao fosfato de sédio a 25 mM e pH 7, sob agitagdo, a
temperatura ambiente. Em 30 mL de substrato, foram adicionados 0,1 mL de
solucao da enzima livre e, através de titulacdo com hidréoxido de sédio 0,05 M,
monitorou-se a quantidade de produto formado durante 10 minutos. A titulagao
ocorreu em um titulador automatico (titoprocessador) da METROHM operando no
modo STAT com valor fixo de pH igual a 7 (BRIGIDA, 2006).

Considerando que a relagcdo entre o numero de moles de acido butirico
formado é equivalente a quantidade de hidréxido de soédio consumido para
neutraliza-lo, o numero de moles de acido formado pdde ser calculado pela Equacéao
4.3:

nAcido = nHidr()xido = VNaOH * M NaOH (4.3)
sendo:
n o0 numero de moles de acido butirico;

Acido
Nuiarexice © NUMero de moles de hidroxido de sodio;
Viaon © Volume de hidroxido de sodio consumido na titulagéo (L) e

M .o @ molaridade do hidroxido de sodio.

Para esta metodologia, uma unidade (U) de atividade enzimatica hidrolitica é
definida como a quantidade de enzima que libera 1 zmol de &cido butirico por minuto

nas condicdes propostas.
4.2.2.2 Hidrdlise de p-nitrofenil butirato
A reacao de hidrolise de p-nitrofenil butirato (400uM) catalisada pela enzima

livre ocorreu em tampao fosfato de sédio a 25 mM e pH 7, sob agitagao, a 28°C. Em
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2,5 mL de substrato, foram adicionados 0,1 mL de solugdo da enzima. A reacgao foi

monitorada por espectrofotdmetro a 348 nm (CUNHA et al., 2008).

4.2.2.3 Hidrdlise de p-nitrofenil palmitato

A reacéo de hidrélise de p-nitrofenil palmitato (560uM) catalisada pela enzima
livre ocorreu em tampao fosfato de sddio a 25 mM e pH 7, sob agitagao, a 28°C. A
massa de p-nitrofenil palmitato foi dissolvida em uma solugao 1:1 de dimetilsulfoxido
e 2-propanol (sempre na propor¢ao 0,018g:2mL) e entédo diluido em tamp&o. Em 2,5
mL de substrato, foram adicionados 0,1 mL de solugédo da enzima. A reacéao foi

monitorada por espectrofotdmetro a 348 nm.

4.2.3 Célculo de Rendimento de Imobilizacéo e Atividade Recuperada

Durante os estudos de imobilizagdo, além de acompanhar a atividade
aparente no derivado obtido, o calculo de dois outros parametros (atividade
recuperada e rendimento de imobilizagao) € fundamental para avaliar o desempenho
do processo de imobilizagdo. O rendimento de imobilizacdo (R) pode ser definido
como a quantidade de enzima teoricamente imobilizada (Equacédo 4.4). Ja a
atividade recuperada (Atrecuperada) € @ relagéo de quanto, das enzimas teoricamente
imobilizadas, que se encontram ativas (Equagdo 4.5). E uma avaliacdo desses

parametros que indicara quais as melhores condi¢gdes de imobilizagao.

At
R(%) =|1-—= |*100 (4.4)
At,
At
Atrecuperada :ﬁ*loo (45)
*
Ms
sendo:

Ats a atividade hidrolitica medida no sobrenadante apés um dado periodo de
imobilizacao (U);

Aty a atividade hidrolitica medida numa solugao “branco” de mesma concentragao
inicial que a solucéo destinada a imobilizacdo apés o mesmo periodo destinado a Ats
(U);

Aty a atividade hidrolitica medida no derivado (U/g);

Aty a atividade hidrolitica na solugao inicial de enzima (U);
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Ms massa do derivado (g);

R o rendimento de imobilizagao (%).

4.2.4 Determinacdo do Teor de Proteina

Para determinacdo do teor de proteina presente nas solugdes de lipase,
utilizou-se a metodologia desenvolvida por Bradford (1976). O reagente de Bradford
foi preparado a partir da dissolugao 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

solugéo 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 obtengao
da curva de calibracdo de proteina, correlacionaram-se valores de absorbancia
obtidos a partir da leitura de solugcbes de albumina de soro bovino a concentracoes
conhecidas de proteina, variando-se a concentragdo entre 0 e 300 pg de

proteina/mL.

4.2.5 Atividade Proteolitica

A presenca de proteases no extrato de lipase obtido foi avaliada através da
hidrélise de azocaseina (CHARNEY e TOMARELLI, 1947). A solugdo de azocaseina
a 0,5% (p/v), utilizada como substrato, foi preparada em tampao acetato 50 mM, pH
5,0. A 1 mL do substrato, adicionou-se 1 mL de extrato enzimatico e incubou-se a
mistura por 40 minutos a 32°C em banho-maria. Apés a reagao, adicionou-se 1 mL
de acido tricloroacético (15% p/v), objetivando a precipitacdo de moléculas de
proteinas nao hidrolisadas pelas proteases. Em seguida, a amostra foi centrifugada

a 1.358,4 x g, por 15 minutos.

Ao fim da centrifugacédo, 2 mL do sobrenadante foram transferidos para um
novo tubo ao qual adicionou-se 2 mL de KOH 5N. A leitura de absorvancia da
amostra é realizada em espectrofotdbmetro a A = 428 nm, contra um branco no qual o
acido tricloroacético deve ser adicionado antes do extrato enzimatico, com o objetivo
precipitar todas as proteinas (inclusive as proteases), impedindo assim que ocorra a

reacao.
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O calculo da atividade foi realizado através da Equacao 4.6:

ABSamostra B ABSbranco
(0,01) * At*V,

Atividade = (4.6)

sendo:

ABSamostra - 0 valor de absorvancia lido para a amostra de extrato enzimatico;
ABSpranco - 0 Valor de absorvancia lido para o branco da analise;
At - 0 tempo decorrido de analise (min);

V, - 0 volume de amostra usado (mL).

Neste caso, uma unidade (U) de atividade enzimatica proteolitica € definida
como o aumento de 0,01 de absorvancia que a amostra apresenta em relacdo ao

branco por minuto nas condi¢des de reacéo.

4.2.6 Determinacao do Teor de Lignina Klason Solavel e Insoluvel

Para a quantificagao do teor de lignina presente na fibra de coco verde, 1 g de
fibra foram tratadas com 15 mL de &acido sulfurico a 72 % (v/v) para hidrélise dos
polisacarideos presentes (TAPPI T13M-54). Apos hidrolise o material é filtrado,
submetido a secagem até peso constante e analisado. A percentagem de lignina

Klason insoluvel foi calculada por:

Lignina(%) = %xloo (4.7)
2

sendo:

m, - a massa de lignina insoluvel obtida apos a filtracdo e secagem (g);

M, - a massa de fibra seca utilizada (g).

A aliquota coletada para quantificacdo do teor de lignina soluvel deve ser
inicialmente diluida com agua destilada para preparagcao da solugao a ser analisada.
A solucéo referéncia (branco) para zerar o espectrofotdbmetro € acido sulfurico a 0,05
M. As absorvancias das amostras devem ser lidas a A = 280 nm e A\, = 215 nm. A
concentragao de lignina Klason soluvel (g/L) é calculada de acordo com a Equagéao
4.8.

48



Capitulo 4 — Materiais e Métodos

300

CLig (g“—) =

sendo:

A5 - 0 valor da absorvancia da amostra em A = 215 nm;

Ay, - 0 valor da absorvancia da amostra em A = 280 nm.

4.2.7 Determinagédo do Teor de Holocelulose

A quantificagdo da hemicelulose ¢é realizada de forma indireta.
Tradicionalmente, realiza-se analise quantitativa de holocelulose, teor de
hemicelulose mais celulose, e, com base no teor de celulose obtido via metodologia
descrita no item 4.2.8, determina-se o valor da hemicelulose. O teor de holocelulose
na fibra de coco verde foi quantificado fazendo uso de 3 g de fibra previamente
cortada e lavada com agua e hexano. A massa de fibra, 120 mL de agua destilada, 1
mL de acido acético P.A. e 2,5 g de clorito de sddio foram adicionados. A reagao
ocorreu a 55°C, em sistema hermeticamente fechado. Apds 1 hora de reagao, 1 mL
de acido acético e 2,5 g de clorito de sdédio foram novamente adicionados. Duas
horas depois do inicio da reag&o, mais 1 mL de acido acético e 2,5 g de clorito de
sédio (NaOCl,) sdo adicionados e a reagdo permanece a 55°C por mais 1 hora,
quando é resfriada com banho de gelo. O produto é entao filtrado, lavado com agua
e, posteriormente, com metanol. Ao término da lavagem, o material foi levado a
estufa a 80°C até massa constante (ALMEIDA, 2007).

A percentagem de holocelulose presente na fibra foi definida pela Equagéo

4.9:
my

Holocelulose(%) = — x100 4.9)
my

sendo:

m, - a massa de holocelulose obtida apds a secagem (g);

M, - a massa de fibra seca utilizada (g).
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4.2.8 Determinacgéo do Teor de Celulose

Para quantificacdo de celulose, 1 g da amostra final obtida na determinagao
de holocelulose é posta em contato com 15 mL de hidroxido de potassio 24% (p/v) e
mantida sob agitacdo magnética por 15 horas. Apds este periodo, o material foi
lavado, sequencialmente, com agua destilada, acido acético 1% (v/v) e etanol em
excesso. Finalmente o material foi levado para estufa a 80°C até atingir massa
constante (TAPPI T222-OM-93).

A percentagem de celulose presente na fibra foi determinada pela Equagéo
4.10:

Celulose(%) = ™ y100 (4.10)
my

sendo:

m, - a massa de celulose obtida apos a secagem (g);

M, - a massa de fibra seca previamente tratada nos estudos de determinagado de

holocelulose (g).

4.2.9 Analise por Espectrofotometria no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

As analises por Espectrofotometria no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) foram realizadas para identificar qualitativamente os constituintes da
superficie das fibras de coco. Os experimentos foram realizados pelo Departamento
de Quimica/Universidade de Aveiro. As amostras de fibra natural e quimicamente
tratadas foram secas, trituradas em finas particulas e 2,5 mg deste material foi
misturado com 250 mg de KBr, comprimido em pastilhas e finalmente analisado em
espectrofotometro Mattson 7000. A varredura foi realizada com velocidade de 128

scans (resolucdo 8) e os espectros obtidos na regido de 500 a 4000 cm™.

4.2.10 Analise por Termogravimetria (TGA)

Com o objetivo de avaliar a degradacdo térmica das fibras, analises
termogravimétricas das fibras naturais e tratadas foram realizadas no LADEQ/Escola
de Quimica/UFRJ. A estabilidade térmica de todas as amostras foram analisadas

numa termobalanca marca Perkin-Elmer, modelo Pyris 1, numa faixa de temperatura
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de 30 a 650 °C, com taxa de aquecimento de 10°C/min, sob fluxo constante de
nitrogénio. Na amostra, a vazao de nitrogénio foi de 20 mL/min e na balanca a vazao
era de 40 mL/min. A massa das amostras foram entre 5 e 6 mg. Os experimentos

ocorreram num intervalo de 30 a 650°C, a uma taxa de aquecimento de 10°C/min.

4.2.11 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A fim de estudar a morfologia da superficie do suporte estudado e avaliar as
possiveis mudangas provocadas pelos tratamentos realizados, analises de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram realizadas. Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Biomineralizagao/Instituto de Ciéncias Biomédicas da
UFRJ. Antes da analise, as amostras seguiram um preparo de secagem e
metalizacdo. Para a metalizagdo, uma pequena amostra da fibra a ser analisada foi
colada, com uma leve pincelada de cola de prata (Prata condutora 200-B, Degussa,
S.A.), em suportes metalicos especificos para a realizagdo de microscopia,
recobertos com papel aluminio. Posteriormente, a amostra foi submetida a secagem
a temperatura ambiente por 20 minutos e recobertas com banho de ouro (99,99%)
em um metalizador (EMITECH K550). Apos a metalizagdo, as amostras foram
analisadas em microscopio eletrbnico de varredura (Zeiss DSM 940 A) operando a
15 kV.

4.2.12 Determinacgéo de diametro e comprimento das fibras

O diametro e o comprimento das fibras foram determinados a partir de analise
de imagem. As imagens de fibra natural e tratada foram obtidas por um microscopio
optico Nikon SMZ800 com objetiva de 10x, localizado no Laboratério de Simulagao,
Modelagem e Controle de Processos, da COPPE/ Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Os valores médios foram obtidos a partir de 20 imagens de fibras. Tal
andlise foi conduzida através do software Image Pro® sendo cada 0,10 mm

equivalente a 32,06 pixels.

4.2.13 Anélise de Molhabilidade da Fibra

A molhabilidade da fibra natural ou tratada quimicamente em solventes polar
e apolar foi analisada em um tensiémetro, marca NIMA DST 9005 (NIMA Technology
Ltd.), com um anel Pt/Ir Du Nolly e precisdo da balanca até 10° N. Os experimentos

foram realizados no Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro. Para
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realizar o teste, as fibras foram acondicionadas no interior de um bulbo e este
mergulhado em agua (solvente polar através do qual avalia-se a hidrofilicidade da
fibra) ou hexano (solvente apolar através do qual avalia-se a hidrofobicidade da
fibra). A tensédo provocada pelo liquido em contato com a fibra foi acompanhada

durante 200 segundos e a molhabilidade avaliada.

4.2.14 Espectroscopia Fotoelétrica de Raio X (XPS)

Espectroscopia fotoelétrica de raio-x € uma técnica de analise de superficies
usada para obter informag¢ao quimica sobre as superficies de materiais sélidos. Para
a analise da superficie das fibras, espectros foram coletados usando um Physical
Electronics PHI Quantum 2000 ESCA equipado com uma fonte de raio-x AlKa
monocromatica, com uma aplicagao ao anodo de 25 W. A area de analise foi de 500
x 400 um. Todas as energias de ligagcado sobre os espectros séo referenciadas ao
Cis a 285 eV. As analises foram desenvolvidas no Departamento de Quimica da

Universidade de Aveiro.

4.2.15 Determinac&o de Area Superficial por BET

A medida de area superficial, volume de poro e diametro médio do poro foram
obtidos por meio da adsor¢do de um gas inerte (N), utilizando um porosimetro
modelo ASAP2010, marca Micromeritics, localizado no Laboratério de Simulagao,
Modelagem e Controle de Processos, da COPPE / Universidade Federal do Rio de
Janeiro. Para a analise dos resultados foi utilizada a teoria desenvolvida por

Braunauer, Emmet e Teller (BET).

4.2.16 Densidade

A densidade da fibra foi determinada por picnometria, uma técnica bastante
usual e pratica para determinagcdo de massa especifica ou densidade de liquido.
Uma massa de fibra seca foi pesada e adicionada a um recipiente de precisao
volumétrica. O recipiente foi completado com agua destilada e pesado. A diferenca
entre o volume de agua adicionado e o volume total do sistema equivale o volume

da massa de fibra adicionada.
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4.3 ESTUDO DA INFLUENCIA DE TRATAMENTOS QUIMICOS E TERMICOS NAS
CARACTERISTICAS DA FIBRA

Alguns tratamentos quimicos e térmicos sob pressao na superficie da fibra
foram estudados visando eliminar as impurezas adsorvidas, bem como melhorar a
area de contato disponivel para imobilizacdo. A eficiéncia dos tratamentos na
remogao de impurezas (através de analises de microscopia eletrdnica de varredura),
como também na alteragao das caracteristicas quimicas e de resisténcia térmica das

fibras, foi avaliada.

4.3.1 Oxidacdo com Peroxido de Hidrogénio

Para a oxidacdo da fibra de casca coco verde, 100 mL de uma solucéo
contendo 0,05 g de NaOH e 18 mL de peréxido de hidrogénio (30%, v/v) foi
preparada. A 2 g de fibra, previamente lavada com agua, adicionou-se 40 mL da
solugdo de NaOH com H,0, e deixou-se em banho-maria a 85°C, sob agita¢do, por
2 horas. Posteriormente, uma lavagem com 200 mL de agua quente (temperatura
entre 90 e 100°C) e 1L de agua fria (a temperatura ambiente, ~25°C) foi realizada.
Por fim, secou-se em estufa a 60°C até peso constante (REYES et al., 1998;
SHUKLA e PAI, 2005).

4.3.2 Tratamento com Hipoclorito de Sodio

No tratamento com hipoclorito de sédio, a 100 mL de solugao de hipoclorito
de sodio 0,4% (v/v, em acido acético glacial), adicionou-se 5 g de fibra lavada com
agua e deixou-se sob agitagdo, em banho-maria a 85°C, por duas horas.
Posteriormente, a fibra foi lavada com 1L de agua destilada, para retirar qualquer
residuo dos produtos utilizados no tratamento, e seca em estufa a 60°C até peso
constante (REYES et al., 1998).

4.3.3 Tratamento com Hipoclorito de Sédio e Hidréxido de Sodio

Para o tratamento com hipoclorito de sédio e hidroxido de sédio, inicialmente,
a 100 mL de solugdo de NaOCI 4 - 6%:H20 (1:1), adicionou-se 5 g de fibra lavada
com agua e agitou-se por duas horas. Posteriormente, a fibra foi lavada com 300 mL
de agua destilada, seguida de um tratamento com 100 mL de NaOH 10% (p/v),
permanecendo sob agitacdo por uma hora. Ao final do tratamento, lavou-se a fibra

com 1L de agua destilada para retirar qualquer residuo dos produtos utilizados no
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tratamento e realizou-se secagem em estufa a 60°C até peso constante (REYES et
al., 1998; MARTINS et al., 2004).

4.3.4 Tratamento Quimico Seguido de Tratamento Térmico sob Presséo

Estima-se que o tratamento quimico na superficie das fibras possa alterar
suas propriedades quimicas e de resisténcia. Logo, testou-se o efeito do tratamento
térmico sob pressdao, em conjunto, nas caracteristicas morfolégicas de fibras
tratadas quimicamente visando obter maior area superficial. Para tanto, 1 g de fibra
tratada quimicamente foi colocado em uma autoclave (121°C/1atm) por 1h e,
posteriormente, esta foi desligada e despressurizada de forma rapida. Cada
tratamento foi testado utilizando-se fibra seca e submersa em agua (5mL H,O:1g de
fibra).

4.4 CARACTERIZACAO DAS LIPASES UTILIZADAS

4.4.1 Efeito do pH

Mudangas de pH provocam alteragdes no carater idnico dos grupos aminos e
dos grupos carboxilicos das enzimas, afetando o sitio catalitico e a sua conformagéo
(BAILEY e OLLIS, 1986). Deste modo, buscando avaliar o efeito dessas alteracdes
na atividade hidrolitica e estabilidade do extrato de lipase de Y. lipolytica (LYL) e da
lipase comercial CALB, estudos de pH 6timo da hidrélise de p-nitrofenil laurato e

estabilidade da LYL e da CALB foram realizados para as enzimas livres.

4.4.1.1 Efeito do pH sobre a atividade hidrolitica das lipases

O efeito do pH na atividade da LYL e da CALB livre foi estudado utilizando p-
nitrofenil laurato como substrato. A medida de atividade foi realizada a 37°C em
diferentes tampdes: fosfato de sédio 50 mM (pH 7 — 8); fosfato de potassio 50 mM
(pH 7); bicarbonato de sddio 50 mM (pH 9.2 — 10.7).

4.4.1.2 Efeito do pH sobre a estabilidade das lipases

A estabilidade da LYL e da CALB ao pH foi avaliado incubando as mesmas a

37°C em tampé&o a varios valores de pH (3-10) por 2 e 24 horas.
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4.4.2 Efeito da Temperatura

Em reacgbes catalisadas por enzimas, a velocidade é acelerada pelo aumento
da temperatura até atingir uma temperatura 6tima na qual a enzima opera com
eficiéncia maxima. Acima dessa temperatura, a atividade das enzimas declina
abruptamente por desnaturagédo protéica. Assim, objetivando avaliar o efeito deste
parametro, estudos de temperatura 6tima da hidrélise de p-nitrofenil laurato e

estabilidade térmica da LYL e da CALB para as enzimas livres foram realizados.

4.4.2.1 Efeito da temperatura sobre a atividade hidrolitica da lipase

O efeito da temperatura na atividade das lipases foi avaliado medindo a
atividade de hidrdlise de p-nitrofenil laurato em tampao fosfato de potassio 50 mM

(pH 7) a diferentes temperaturas (25 — 55°C).

4.4.2.2 Efeito da temperatura sobre a estabilidade das lipases

A estabilidade térmica foi avaliada incubando a lipase em tampao fosfato de
potassio 50 mM (pH 7) a 25, 37 ou 60°C e a atividade de hidrélise de p-nitrofenil
laurato acompanhada com o tempo. Com base no perfil de desativacdo térmica,
foram calculadas as constantes de desativacdo térmica, o tempo de meia vida

aparente e o fator de estabilizacdo, sendo este ultimo dado pela Equacéao 4.11.

tlIZ(EI)
2 (Es)

sendo t,,,(E,) o tempo de meia vida aparente da enzima imobilizada e t,,,(E;) o

Fator de estabilizagao (F) =

(4.11)

~—+

tempo de meia vida aparente da enzima soluvel.

Para a obtencao das constantes de desativagao térmica, utilizou-se o modelo
de desativacao tipo decaimento exponencial simples:
A= ale_klt (4.12)
sendo ¢, a taxa de atividade especifica E+/Es, k1 a constante de desativagéo térmica

e A a atividade enzimatica apds um certo tempo (t) de incubagédo na temperatura
estudada, em percentagem. O tempo de meia vida aparente (t12) foi calculado pela

Equacéo 4.12 considerando A = 50.
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4.4.3 Parametros cinéticos (Km; Vmax)

O efeito da concentracédo de p-nitrofenil laurato (0,05 a 3 mM) na velocidade
inicial de reacdo catalisada por LYL e CALB foi determinado em tampao fosfato de
potassio 50 mM (pH 7) a 37°C. A constante de Michaelis-Menten (K, e a velocidade
maxima de reacdo (Vmax) foram calculadas por ajuste nao-linear de modelos

cinéticos usando o software Origin 6.0.

4.4.4 Efeito de aditivos na atividade hidrolitica das enzimas

Para verificar o efeito de alguns compostos quimicos na atividade das lipases
LYL e CALB na forma livre, CaCl,, PMSF, MnCl,, NaCl, EDTA (1 mM) e solventes
organicos como etanol, glicerol e hexano (9%, v/v) foram adicionados a mistura de

reacao de hidrodlise de p-nitrofenil laurato.

4.4.5 Efeito de detergente na atividade hidrolitica do extrato de lipase de
Yarrowia lipolytica

Para verificar o efeito de alguns detergentes na atividade do extrato de lipase
de Yarrowia lipolytica, triton-x 100, Brometo de cetil trimetil ambnio (CTAB) e laurato
de sacarose foram adicionados a mistura de reacdo de hidrolise de p-nitrofenil

butirato, laurato e palmitato.

4.4.6 Estabilidade a estocagem do extrato de lipase de Yarrowia lipolytica

A fim de avaliar a estabilidade do extrato bruto de lipase de Y. lipolytica
quando estocado a —10°C, uma amostra foi preparada e separada em pequenos
frascos e, em diferentes intervalos de tempo, a atividade hidrolitica em p-nitrofenil

laurato foi medida.

4.4.7 Influéncia da adicao de inibidor no extrato enziméatico

Em estudos de produgao de lipases por Yarrowia lipolytica, a presencga de
protease no extrato bruto obtido tem sido reportada (ALONSO et al., 2005). Visando
aumentar a estabilidade deste extrato sob refrigeracédo ou em temperatura ambiente,

a influéncia da adicao de inibidor de protease no extrato foi avaliada.
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4.4.7.1 Efeito da concentragao de lipase

A cada 10 mL de extrato com diferentes concentragcdes das lipases LYL e
CALB foram adicionados 0,5 mL de uma solugao de fluoreto de fenil metil sulfonil
(PMSF) em dimetilsulféxido (DMSO), de forma a promover uma concentragdo final
de PMSF de 1 mM no extrato. Apdés 10 minutos, atividade de lipase e protease foram

determinadas.

4.4.7.2 Efeito da concentragdo do inibidor e do solvente

Objetivando avaliar a influéncia da adicdo de DMSO e PMSF no extrato
enzimatico de lipase de Y. lipolytica quanto a variacédo na atividade de lipase e
protease, realizou-se um delineamento composto central rotacional 22. Os niveis das
variaveis independentes adotados encontram-se na Tabela 4.1. As concentragdes
iniciais de DMSO e PMSF no extrato variaram de acordo com a Tabela 4.1, com os
ensaios definidos pela matriz do planejamento fatorial 2% (Tabela 4.2), sendo o
tempo entre a adicdo dos aditivos e a leitura dos valores de atividade para cada
amostra de 10 minutos. Todos os experimentos foram executados de forma
randdmica. Para estimativa da variancia, trés experimentos foram realizados no
ponto central. A analise dos resultados foi realizada através dos calculos do efeito
estimado, do erro padréo e da distribuicdo de t-Student de cada variavel controle
sobre as variaveis respostas empregando o programa Statistica (versao 6.0),

considerando o intervalo de confianga de 95% (p < 0,05).

Tabela 4.1 — Niveis das variaveis independentes estudadas no planejamento fatorial

22.
Variaveis . Niveis
Independentes Simbolo
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentragéo de 0 2 46
Vo'um?rgf)DMSO X, 0 04 034 058 0,68
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Tabela 4.2 — Matriz do planejamento fatorial 2% para estudo de influéncia da
concentracdo de DMSO e PMSF com os coeficientes de contrastes.

Ensaios X1 X2
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 -1,41
6 0 1,41
7 -1,41 0
8 1,41 0
9 0 0
10 0 0
11 0 0

4.5 PURIFICACAO DO EXTRATO DE LIPASE DE Yarrowia lipolytica

4.5.1 Pré-Purificacdo por Precipitacéo
4.5.1.1 Precipitacdo com sulfato de aménio

A 15 mL do extrato bruto, mantido em banho de gelo a 5°C, adicionou-se
lentamente uma massa de sulfato de amoénio para atingir a saturagado desejada
(Faixa testada: 25 — 90%). Esta solugéo saturada foi mantida em repouso a 10°C por
24 horas.

4.5.1.2 Precipitagédo com acetona ou alcool

A 15 mL do extrato bruto, mantido em banho de gelo a 5°C, adicionou-se
lentamente 15 mL de alcool etilico ou acetona a 10°C. Esta solucao foi mantida em

repouso a 10°C por 24 horas.
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4.5.1.3 Dialise contra ar

Nos experimentos de dialise contra o ar, utilizando-se membrana de celulose
para didlise de 18 kDa de diametro de corte, 20mL de extrato bruto foram mantidos
contra o ar até obter 6 mL de extrato concentrado. Testes de precipitacdo com
sulfato de aménio na saturacdo de 50% com esse extrato concentrado também

foram realizados conforme descrito no item 4.5.1.1.

4.5.2 Purificagéo Parcial por Sistema Bifasico PEG-Fosfato
4.5.2.1 Ensaios preliminares e influéncia do pH

O sistema bifasico PEG-Fosfato dos estudos preliminares foi preparado a
partir de solugdes estoque de PEG 4000 (50%, p/p) e fosfato de potassio (50%, p/p).
Ja no estudo do efeito do pH, embora testes preliminares tenham mostrado um leve
aumento no coeficiente de particdo em sistema PEG-Fosfato de Potassio frente ao
sistema PEG-Fosfato de Sédio (dados ndo mostrados), optou-se por trabalhar com o

fosfato de sodio devido sua maior faixa de pH aplicavel.

Para os experimentos de particdo, 2 mL de extrato bruto e quantidades
adequadas de solugao estoque de PEG, fosfato e agua foram misturadas de forma a
preparar um sistema de massa final igual a 10 g, com concentragdes de PEG e
fosfato variaveis (no caso dos estudos da influéncia da concentragcdo) ou com
concentragbes de PEG e fosfato de 18% e 20% (p/p), respectivamente (no estudo
de pH). Apds a mistura dos componentes do sistema, este foi agitado por 5 minutos
em agitador tipo vortex e, posteriormente, centrifugado (26.000 g) por 15 minutos
para total separacdo das fases. Todos os experimentos de particido ocorreram a
temperatura ambiente, 25°C, e foram realizados em triplicata. Para cada sistema,
amostras das fases topo e base foram coletadas e analisadas quanto a atividade de

lipase, protease e teor de proteina e o coeficiente de particao (K) calculado.

4.5.2.2 Formulacao dos sistemas para estudos comparativos PEG 4000 e 8000

Para os estudos comparativos das diferentes linhas de amarragao na particao
das enzimas presentes no extrato, sistemas PEG 4000/Fosfato e PEG 8000/Fosfato
foram montados segundo as propor¢goes descritas nas Tabelas 4.3 e 4.4,

respectivamente.
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Tabela 4.3 — Formulacao do sistema PEG 4000/Fosfato

Pontos
Linha de 1 2 3
Amarragao Fosfato PEG Fosfato PEG Fosfato PEG
(%, p/p) (%, p/p) (%, plp) (%, p/p) (%, p/p) (%, p/p)

A 14,46 4,35 11,04 9,55 10 13
B 18,12 3,54 15,62 7,92 9,37 20,21
C 25,53 2,39 23,37 4,87 12,98 25,87
D 16,87 2,39 13,54 8,23 7,5 20,62

Tabela 4.4 — Formulacdo do sistema PEG 8000/Fosfato

Pontos
Linha de 1 2 3
Amarragao Fosfato PEG Fosfato PEG Fosfato PEG
(%, p/p) (%, p/p) (%, plp) (%, plp) (%, plp) (%, p/p)
A 14,23 1,07 10,77 7,86 4,23 27,14
B 5,0 23,21 12,31 7,5
C 6,54 17,86 14,61 6,78

4.5.3 Purificagéo por Imobilizagao Direta
4.5.3.1 Imobilizagao por interagdes hidrofobica

Foram utilizados trés suportes com diferentes cargas hidrofébicas neste
estudo: butil, fenil e octil-agarose. A imobilizagao ocorreu diluindo-se o extrato rico
em lipase de Y. lipolytica IMUFRJ em tampao fosfato pH 7 a 5 mM. Para cada 1 g de
suporte, 10 mL de solugao de lipase foram adicionados. O sistema permaneceu sob
agitacdo, a temperatura ambiente. A imobilizagcdo foi acompanhada até que o
rendimento de imobilizagdo estivesse entre 90 e 100%. Ao fim do processo de

imobilizacéo, as atividades dos derivados foram medidas, e um gel de eletroforese
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para identificar as bandas de proteinas imobilizadas foi preparado. Testes de
dessor¢do com Triton X -100 e laurato de sacarose, a temperatura ambiente,

também foram realizados visando separacgao fracionada.

4.5.3.2 Imobilizagdo por troca idnica

A imobilizagdo por troca ibnica foi realizada utilizando-se DEAE-agarose e
SP-agarose como suportes. Para cada 1 g de suporte, 10 mL de solugao de lipase
foram adicionados. O sistema permaneceu sob agitagdo a temperatura ambiente. A
imobilizagdo foi acompanhada até que o rendimento de imobilizagdo estivesse entre
90 e 100%. Ao fim do processo de imobilizagéo, as atividades dos derivados foram
medidas, e um gel de eletroforese para identificar as bandas de proteinas
imobilizadas foi preparado. Testes de dessorcdo com NaCl em diferentes
concentracdes, a temperatura ambiente, também foram realizados visando

separacao fracionada.

4.5.3.3 Imobilizagao por interagao lipase-lipase

A imobilizag&o por interagéo lipase-lipase foi realizada utilizando-se lipase de
Pseudomonas fluorescens imobilizada em glioxil-agarose por ligagdo multipontual
como suporte (PALOMO et al., 2005b). Para cada 1 g de suporte, 10 mL de solugéo
de lipase foram adicionados. O sistema permaneceu sob agitacdo, a temperatura
ambiente. A imobilizacdo foi acompanhada até que o rendimento de imobilizagéo
estivesse entre 90 e 100%. Ao fim do processo de imobilizacdo, as atividades dos
derivados foram medidas, e um gel de eletroforese para identificar as bandas de

proteinas imobilizadas foi preparado.

4.5.3.4 Imobilizag&o por ligagdo covalente unipontual

Visando identificar fracdes distintas de lipases, sobrenadantes de dessorgao
obtidos nos estudos acima foram imobilizados por ligagdo covalente em CNBr-
agarose. O processo de imobilizacdo ocorreu conforme metodologia descrita por
Fernandez-Lorente et al. (2007c). Ao fim do processo de imobilizagao, realizou-se
uma lavagem no derivado e as atividades dos derivados foram medidas. Os
derivados obtidos por este método foram comparados com outras enzimas

comerciais também imobilizadas em CNBr-agarose.
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4.5.4 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Amostras contendo quantidades conhecidas de proteina foram adicionadas a
igual volume de tamp&o de amostra (glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%, SDS 2,3%,
Tris-HCI pH 6,8 0,0625 M), fervidas por trés minutos, centrifugadas rapidamente e
aplicadas no gel. Os géis de 12 % de SDS-poliacrilamida com 1 mm de espessura
foram submetidos a uma corrente de 30 mA, com voltagem constante. Apds a
corrida, os géis foram corados com nitrato de prata de acordo com protocolos
descrito na literatura (OAKLEY et al., 1980). Marcadores de baixo peso molecular

foram utilizados como padrao.

4.5.5 Zimograma

Para a realizacdo do zimograma (eletroforese nativa), utilizou-se um gel
preparado como descrito no item 4.5.4, porém a 10% de poliacrilamida, e em
auséncia de SDS e B-mercaptoetanol. Para realizar a eletroforese em condicbes
nativas, preparou-se um eletrélito com 1% e uma amostra com 2,5% de triton x —
100. Além disso, as amostras ndo foram submetidas a fervura. A determinagao da
atividade na amostra retida no gel ocorre pela presenca de uma coloragéo
diferenciada na parte do gel onde se encontra a enzima quando este é colocado em

contato com algum substrato. Para este fim, trés reacdes foram utilizadas.

4.5.5.1 Hidrolise de a-naftil acetato

Para observar a hidrélise de a-naftil acetato em gel nativo, este foi incubado
em uma solucao de tampéao fosfato de sédio 0,1M pH 6,2 contendo 0,02% de a-naftil
acetato (dissolvido em acetona) e Fast Blue RR (0,05%). A atividade foi detectada
em, aproximadamente, 15 minutos através da formagao de banda marrom devido a
formagao de um complexo entre os residuos de naftil e o Fast Blue (PALOMO et al.,
2008).

4.5.5.2 Hidrolise de tributirina

O substrato cromogénico foi preparado usando vermelho fenol (0,01%), 1%
de substrato (tributirina, trioleina ou azeite de oliva), 10mM CaCl, e 2% de agar. O
pH foi ajustado para 7,3-7,4 usando 0,1 N NaOH e a solugao foi resfriada para

solidificar. O agar contendo o substrato foi sobreposto com o gel nativo e, em

62



Capitulo 4 — Materiais e Métodos

seguida, incubado a 37°C por 0,5 h. A presenca de lipase foi evidenciada pela

formagao de um traco amarelo no meio rosa (SINGH et al., 2006).

4.5.5.3 Hidrdlise de p-nitrofenil laurato

O substrato cromogénico foi preparado dissolvendo 2mL de uma solugao de
pNFL (0,018g/mL de DMSO) em 100 mL de tampéao pH 7 contendo agar (1%, p/v). A
solucao foi homogeneizada e resfriada para solidificar. O agar contendo o substrato
foi sobreposto com o gel nativo e, em seguida, incubado a 37 °C por 1 h. A presenca
de lipase foi evidenciada pela formacado de um trago amarelo no meio translucido

proveniente da presenca de p-nitrofenol liberado na hidrdlise de pNFL.
4.6 IMOBILIZACAO DE LIPASES EM FIBRA DE COCO

4.6.1 Desenvolvimento de Protocolo de Imobilizag&o por Adsorgdo da CALB

A fim de desenvolver um protocolo de imobilizacdo por adsor¢ao da CALB em
fibra de coco, estudou-se a cinética de adsorcédo, pH de adsorcéo, estabilidade
térmica e operacional. Os dados obtidos para as fibras tratadas com H,O, e com

NaOCI/NaOH foram comparados com os resultados de imobilizagdo em fibra natural.

4.6.1.1 Técnica de imobilizacdo por adsorcéo

A imobilizacao da lipase por adsorgao fisica ocorreu a temperatura ambiente,
por periodos de tempos definidos, fazendo-se uso da técnica de banho finito. O
banho finito foi implementado através de um sistema reparticionado em seringas de
5 mL, mantido sob agitacdo em um agitador rotatério. Para cada grama de fibra,
utilizaram-se 10 mL de solugao de lipase em tampéao fosfato de sédio 25 mM, pH 7.
ApoOs adsorcdo, separou-se o sobrenadante do derivado por filtragdo, que foi
submetido a lavagem com 10 mL de solugédo tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 7,

e secagem a vacuo por 10 minutos.

A fim de avaliar o processo de imobilizagdo, quantificou-se a atividade
hidrolitica da solugdo de enzima oferecida ao suporte (Ep), do sobrenadante ao final
do processo de imobilizacdo (Ef), do sobrenadante submetido as condigbes de
temperatura e pH do processo de imobilizagdo sem contato com o suporte (Ec) e do
derivado obtido (E)). A partir destes resultados foi possivel calcular o rendimento de

imobilizagdo (Equacédo 4.4) e a atividade recuperada (Equagéo 4.5). O tempo de
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contato para que a adsorgao ocorresse foi determinado a partir de estudos cinéticos

de adsorgao (item 4.6.1.2).

4.6.1.2 Cinética de adsorcao

Para cada concentragao de enzima avaliada, realizou-se o estudo cinético de
adsorcdo para o sistema fibra-lipase. Para tanto, o processo de adsorcao foi
monitorado através da atividade hidrolitica no sobrenadante e no derivado até o
equilibrio. Analise da quantidade de proteina oferecida e ndo adsorvida também foi

realizada. Quando possivel, a quantidade de proteina adsorvida foi calculada pela

equacao:
P _ (Po_Psob)*V
ads — (4-13)
mfibra
sendo:

Pads a quantidade de proteina adsorvida por grama de fibra (ug/g);
P, a quantidade de proteina oferecida para adsorg¢ao (ng/mL);

P

., @ quantidade de proteina ndo adsorvida (ug/mL);
V' o volume de solugdo de lipase utilizado para imobilizagdo (mL) e

Mmy,., @ massa de fibra utilizada para imobilizagdo (g).

4.6.1.3 Influéncia do pH do meio no processo de imobilizagao

A fim de se avaliar a influéncia do pH do meio reacional no processo de
imobilizagdo de lipase tipo B de C. antarctica em fibra de coco verde tratada,
realizou-se imobilizagao por adsorcédo partindo de uma solugdo com 500 U/L em
tampao fosfato 25 mM, sendo o tempo de contato de 2 horas. O pH do meio
dispersante variou entre 3 e 10. As atividades hidroliticas da solugao de enzima
antes e apds a imobilizagdo (sobrenadante) e do derivado obtido foram
determinadas. A partir destes resultados calculou-se o rendimento de imobilizagao
(Equacéo 4.4) e a atividade recuperada (Equacao 4.5). A quantidade de proteina

adsorvida (Equacao 4.13) também foi calculada.
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4.6.2 Desenvolvimento de Protocolo de Imobilizagdo por Adsorcédo do extrato
rico em lipase de Y. lipolytica

A fim de dar subsidios para o desenvolvimento de um protocolo de
imobilizacdo por adsorcao de lipases de Y. lipolytica em fibra de coco, estudou-se a
cinética de adsor¢cdo e estabilidade térmica de extrato bruto e parcialmente
purificado. Os dados obtidos para as fibras tratadas com H,O, foram comparados
com os resultados de imobilizagado em fibra natural. Fragdes parcialmente purificadas
também foram imobilizadas em CNBr-agarose e octil-agarose e os dados de
imobilizagdo comparados. A técnica de imobilizacdo e os estudos cinéticos foram
conduzidos de forma semelhante ao conduzido para CALB, citados nos itens 4.6.1.1

e 4.6.1.2, respectivamente.

4.6.3 Parametros Cinéticos

Os parametros cinéticos, K., e Vnax, foram obtidos a partir dos estudos da
velocidade da reacao de hidrdlise de p-nitrofenil laurato, em pH 7 e 37°C, em fungao
da concentracdo de substrato, que variou entre 0,05 e 3 mM, catalisada por lipase
livre ou imobilizada. Neste trabalho, os ajustes lineares e nao lineares foram

realizados utilizando o software Origin versao 6.0.

4.6.4 Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica foi avaliada incubando a lipase livre ou imobilizada em
tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7) a 55°C e a atividade de hidrdlise de p-
nitrofenil laurato acompanhada com o tempo. A atividade enzimatica de hidrélise no
instante zero foi definida como sendo 100%. Em intervalos de tempo pré-
determinados, a atividade enzimatica hidrolitica foi medida e expressa em
percentagens da atividade inicial. Com base no perfil de desativacdo térmica,
calculou-se as constantes de desativagao térmica, o tempo de meia vida aparente e

o fator de estabilizagdo, sendo este ultimo dado pela Equagao 4.14.

tlIZ(EI)
1/2(ES)

sendo t,,,(E,) o tempo de meia vida aparente da enzima imobilizada e t,,,(E;) o

Fator de estabilizago (F) =

(4.14)

—+

tempo de meia vida aparente da enzima soluvel.
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Para a obtengdo das constantes de desativagdo térmica das enzimas
imobilizadas, utilizou-se o modelo proposto por Henley e Sadana (1985) citado por
Arroyo, Sanchez-Montero e Sinisterra (1999) para a desativagéo térmica de enzimas
com perfil de decaimento exponencial duplo. O modelo baseia-se na existéncia de

trés estados para a enzima estudada:
k k
E L) E1 i) E2

sendo k4 e k; os coeficientes de desativagao de primeira ordem. Considerando-se A

como a atividade residual, em percentagem, tem-se que:

A=Ae™M +Ae™ + A (4.15)
e

A —100+-%K _ ks (4.16)

k2_k1 kz_kl
p, = 2Kk (4.17)
kz_kl kz_kl

A =a, (4.18)
sendo:

a1 a taxa de atividade especificas entre o estado E4 e o estado inicial E e
a2 a taxa de atividade especificas entre o estado E; e o estado inicial E.
Como a atividade residual (A) varia de 0 a 100, o tempo de meia vida aparente (t1,2)
foi calculado pela Equacao 4.15 considerando A = 50.

Quando se observou perfil de desativagcado tipo decaimento exponencial
simples, a Equacgao 4.15 pbde ser simplificada, e a constante de desativagao térmica

(k) foi obtida segundo a Equacgéao 4.12. :
A=ae™ (4.19)
sendo ¢, a taxa de atividade especifica E1/E e A a atividade enzimatica apos um

certo tempo (t) de incubagéo na temperatura estudada, em percentagem. E o tempo

de meia vida aparente (t4,2) foi calculado pela Equagéo 3.18 considerando A = 50.

4.6.5 Estabilidade Operacional

A estabilidade operacional da lipase imobilizada foi realizada submetendo 0,3
g de derivado a subsequentes ciclos reacionais de hidrolise de p-nitrofenil laurato a
pH 7 e 37°C. Ao fim de cada batelada, o derivado foi filtrado, lavado com 10 mL de
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solugdo tampao fosfato 100 mM pH 7 e submetido a secagem a vacuo por 10
minutos. Caso o uso em um novo ciclo ndo fosse logo apds a recuperagao, o

derivado era estocado sob refrigeragao a 8°C.

4.7 AVALIACAO DO POTENCIAL DOS BIOCATALISADORES IMOBILIZADOS
OBTIDOS NA PRODUCAO DE BIODIESEL

Com o intuito de avaliar o potencial dos biocatalisadores imobilizados obtidos
no presente trabalho, testes de transesterificacdo de 6leo acido de macauba com
etanol para obtencao de biodiesel foram realizados. Para tanto, uma mistura de 6leo
acido de macauba e etanol (3:1 p/p) e 10% (p/p) de biocatalizador foi mantida a
35°C e 80 rpm, durante 72h (NASCIMENTO et al., 2008). Apds a reacao, a enzima
foi recuperada por filtracédo, lavada com tampao pH 7 e seca sob vacuo. A glicerina
produzida como subproduto foi facilmente separada por gravidade. A converséao foi
calculada pela diferenga de concentragao dos triglicerideos. O teor de triglicerideos

foi quantificado utilizando reativo enzimatico da LABORLAB.
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5 CARACTERIZACAO E TRATAMENTO DA SUPERFICIE DA
FIBRA DE COCO VERDE

5.1 CARACTERIZACAO DA FIBRA DE COCO VERDE

Em funcdo das possiveis diferencas provocadas pela origem e tempo de
maturacdo do coco verde (ARAGAO et al. 2002; van DAM et al., 2004), e sabendo-
se da heterogeneidade do material utilizado neste estudo, haja vista que o mesmo é
um residuo, verificou-se a necessidade de se estudar as caracteristicas do material
a ser de fato utilizado. A fibra de coco verde natural foi caracterizada quanto suas
propriedades quimicas (teor de lignina, celulose e holocelulose; FTIR; XPS),
morfologicas (através de microscopia eletrbnica de varredura, microscopia Otica e
BET), de resisténcia (TGA), bem como a relagdo da caracteristica
hidrofébica/hidrofilica.

5.1.1 Estudos Morfol6gicos da Fibra

5.1.1.1 Determinacgéo do diametro médio das fibras

Visualmente, é possivel detectar diversidade no material utilizado, no que diz
respeito ao didmetro da fibra. Uma andlise visual do material em um microscépio
otico Nikon SMZz800, com aumento de 10 x no material analisado (Figura 5.1),
mostra de forma mais nitida esta observacao.

Figura 5.1 — Imagem de uma amostra de fibra de coco verde, obtida com aumento
de 10 x, mostrando a sua heterogeneidade em relacédo ao didametro das fibras.
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A fim de determinar o didmetro médio da amostra de fibra de coco verde
natural, vinte fotos de universos amostrais semelhantes ao apresentado na Figura
5.1 foram obtidas. Para cada universo amostral, realizaram-se, no minimo, trés
medicOes de valores de diametro em cada fibra presente. Os valores de diametro
medidos variaram de 0,069 a 0,495 mm, sendo o valor médio de todas as amostras
de 0,157 + 0,087 mm. Em uma mesma fibra, péde-se observar um diametro médio
de 0,161 + 0,083 mm, o que mostra grande irregularidade na sua formagéo (Figura
5.2).

Além destas irregularidades, outra caracteristica da fibra de coco que
contribui para essa variagdo nos valores de diametro observados para uma mesma
amostra é a sessdo transversal de formato oval (Figura 5.3). Esta variacdo nos
valores de diametro também foi detectada por Silva et al. (2000), com diametro
médio de 0,337 + 0,055 mm, sendo possivel observar valores de 0,269 e 0,419 mm
para o diametro de uma unica fibra. Em fibras de coco oriundas de frutos colhidos no
Brasil, Satyanarayana et al. (2007) reportaram diametros variando de 0,040 a 0,400
mm enquanto que Tomczak et al. (2007) observaram fibras de coco verde com
diametro variando entre 0,060 e 0,450 mm.

Figura 5.2 — Imagem de uma amostra Figura 5.3 — Imagem da sesséo
de fibra de coco verde mostrando a  transversal de uma fibra de coco verde
sua heterogeneidade em relacéo ao obtida com aumento de 350 x através
didmetro na sesséao transversal de de microscopia eletrdnica de varredura
uma unica amostra de fibra. (MEV).
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As fibras de coco, provenientes da casca do coco verde, sdo parte do
esclerénquima, tecido vegetal responsavel pela sustentagdo, que junto a outros
tecidos compde o fruto do coqueiro. Fisicamente, cada célula de fibra é constituida
por parede priméria, parede secundaria, parede terciaria e limen. As paredes das
células consistem de varias camadas de estrutura fibrilar, as quais sao arranjadas
em espirais com angulo variavel em relacdo ao eixo da célula (ESAU, 1974). Para a
fibra de coco, valores deste angulo microfibrilar tém sido reportados entre 51 e 30°
(SATYANARAYANA et al., 2007). Esta variacdo angular na formacdo de sua
estrutura faz com que a fibra de coco néo seja reta e apresente irregularidades em

sua estrutura, como observado na Figura 5.2.

5.1.1.2 Aspectos morfolégicos da superficie das fibras

Além do diametro, a superficie da fibra de coco como um todo € bastante
heterogénea, podendo-se observar por¢cbes bastante lisas e outras bem rugosas
numa mesma amostra (Figura 5.4). Isto € decorrente da distribuicdo irregular da
camada de cera, acidos graxos e seus produtos de condensacao depositados sobre
a superficie da fibra. Tal camada, em condi¢Bes pontuais, pode inclusive ocorrer de
forma densa em um pequeno espaco (Figura 5.5).

Figura 5.4 — Imagem de uma fibra Figura 5.5 — Imagem de uma fibra
natural, obtida com aumento de 500 x, natural, obtida com aumento de 1000 X,
mostrando a superficie heterogénea. mostrando um excesso de cera de

forma irregular na superficie da fibra.
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A presenca de pontuacdes areoladas, sendo algumas de cavidade mais
profundas e outras bem superficiais também foi observada (Figura 5.6). Tal
formacgéo € caracteristica de células de fibra tipo fibrotraqueideos (ESAU, 1974).
Contudo, pontuacdes tipicas de fibra libriforme também séo observadas (Figura 5.6).
O gue mostra que a fibra de coco apresenta tecido fibroso bastante heterogéneo,
diferente de fibras de curaua e de bucha, as quais ndo apresentam fibrotraqueideos
(D"ALMEIDA, 2007). Tais pontuacdes ligam o lumen da célula a superficie além de
funcionar como um canal excretor, através do qual ceras, 4cidos graxos e seus
produtos de condensacdo sdo secretados. Tais materiais excretados podem juntar-
se formando protuberéncias observadas principalmente junto as pontuacdes

areoladas (Figura 5.6).

i, .
as de fibra libriforme -
: o N
NN

—

_ Protuberancias

_ Pontos areolados

N

Figura 5.6 — Imagem da superficie de fibra de coco verde, obtida com aumento de
350 x, mostrando a presenca de pontuacdes e protuberancias na fibra natural.

Ainda referente a superficie, a analise microscépica de uma amostra de fibra
natural, isenta de qualquer tratamento e/ou lavagem, mostrou a presenca de
particulas soélidas aderidas a fibra (Figura 5.4). Tais particulas sdo, principalmente,
fracbes de pd de coco e cristais salinos, detectadas através da lavagem e de analise
de condutividade elétrica da agua de lavagem (condutividade elétrica da agua de

lavagem em torno de 4,7 dS/m). Apds uma intensa lavagem com agua, observou-se

71



Capitulo 5 — Caracterizacdo e Tratamento da Superficie da Fibra de Coco Verde

o0 desaparecimento dos residuos sélidos anteriormente presentes na superficie da
fibra (Figura 5.7), proporcionando um leve aumento no valor do pH da superficie de
4,5 para 5,0. Embora a lavagem com agua tenha sido eficiente na remocao das
particulas sélidas e salinas, ndo foi suficiente para retirar as protuberancias

formadas de ceras e acidos graxos.

SHEEm

Figura 5.7 — Imagem da superficie de uma fibra de coco verde lavada com agua,
obtida com aumento de 350x.

5.1.1.3 Area superficial

A andlise de adsorcdo de nitrogénio apresentou uma area superficial de 0,9
m?/g para a fibra de coco verde. Este valor é um pouco mais baixo do que o
reportado por Phan et al. (2006), 1,33 m?/g, para fibra de coco maduro. Comparando
a fibra de coco com outros residuos agroindustriais como casca de arroz e bagaco
de cana, esta possui menor area superficial especifica (RAMIREZ-LOPEZ et al.,
2003).

5.1.1.4 Densidade

Materiais lignocelulosicos sdo caracterizados por ter baixa densidade, em
geral entre 400 a 1500 kg/m® (SATYANARAYANA et al., 2007). No presente estudo,
a fibra de coco verde apresentou densidade de 825 kg/m?®, valor mais baixo do que o

encontrado em outros estudos que variam entre 1390 a 1520 kg/m®
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(SATYANARAYANA et al., 2007). Variacbes do tecido vegetal provocado pelos

cultivares ao qual pertencem as amostras podem influenciar nessa variacao.

5.1.2 Caracterizacdo Quimica

O estudo da composicdo quimica de fibras de coco tem sido reportado na
literatura. Todavia, sabendo-se que a composicao da fibra de coco varia com a idade
do fruto (van DAM et al., 2004) e com a variedade da espécie (ARAGAO et al.,
2000), a caracterizagdo quimica do material a ser utilizado como suporte neste
trabalho faz-se necessaria.

5.1.2.1 Teor de lignina, celulose e hemicelulose

Os teores de lignina, celulose e hemicelulose na fibra de coco verde obtidos
no presente trabalho sdo apresentados na Tabela 5.1. O teor de lignina total foi de
43,14%, valor dentro da faixa esperada para fibra de coco, entre 38 — 51,3% (van
DAM et al., 2004; SATYANARAYANA et al., 2007). Junto com as fibras de piacava
(teor de lignina entre 48 e 50%), as fibras de coco destacam-se por apresentarem
maior teor de lignina dentre as fibras lignocelulésicas (van DAM et al.,, 2004;
D’ALMEIDA, 2007; SATYANARAYANA et al., 2007).

Tabela 5.1 — Teores de lignina, celulose e hemicelulose para a fibra de coco verde.

Parametro Valor
Lignina Klason Solavel 2,92 % (6,73 £ 1,00 mg/L)
Lignina Klason Insoluvel 40,22 + 5,79 %
Celulose 45,93 + 1,50 %
Holocelulose 82,11 +321 %
Hemicelulose 36,18 %

Os experimentos de quantificacdo de holocelulose indicaram que 82,11% da
fibra de coco verde sédo formados por hemicelulose e celulose. Considerando que o
teor de celulose foi de 45,93%, teriamos um valor estimado de hemicelulose de
36,18%, valor bastante proximo da faixa observada na literatura, 14 a 30%
(SATYANARAYANA et al.,, 2007). Contudo, a soma do percentual dos teores de
hemicelulose, celulose e lignina é superior a 100%. Como a lignina esta presente
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nao s6 na superficie da fibora como também no interior desta, durante a determinacao
do teor holocelulose, as condicbes experimentais usadas podem nao ter favorecido
a deslignificacdo completa da amostra mostrando uma massa final além do
esperado. Diante desta questdo, optou-se por desconsiderar os valores de

hemicelulose, além de néo referencia-los nos estudos de tratamento da superficie.

Os valores de lignina e celulose obtidos durante este estudo apresentam-se
dentro da faixa reportada para fibra de coco verde em diferentes maturagdes, para
diferentes variedades de coqueiro (ROSA et al., 2007). Comparando com dados da
variedade Anao Verde de Jequi (AVEJ) — a qual é a mais encontrada no Ceara (local
de origem das fibras estudadas neste trabalho) — observou-se que os teores de
lignina e celulose s&o semelhantes aos obtidos para as fibras de coco de 7 meses.
Considerando que o coco verde destinado a venda de agua € coletado com 6 a 8
meses de idade, é possivel que as cascas usadas para obtencédo da fibra sejam, em

maioria, oriundas de cocos de 7 meses.

5.1.2.2 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Materiais lignocelulésicos de um modo geral possuem como caracteristica
comum a presenca de vibra¢des de v(OH), v(C-H), §(C—CHg3), C=C, v(C=0) e C-0,
0 que pode ser observado em diversos espectros de fibra de piacava (D’ALMEIDA,
2007; SATYANARAYANA et al.,, 2007), curaua (D’ALMEIDA, 2007), bucha
(D’ALMEIDA, 2007), sisal (HERRERA-FRANCO e VALADEZ-GONZALEZ, 2005),
fibra de coco (van DAM et al., 2004) e em pé de coco in natura (MACEDO, 2005).

A Figura 5.8 apresenta o espectro no infravermelho relativo a fibra natural de
coco verde. Nas proximidades de 3.344 cm™, um pico largo e intenso pode ser
visualizado. Este sinal € observado em todos os espectros de fibras lignoceluldsicas
(ROUT et al, 2000; HERRERA-FRANCO e VALADEZ-GONZALEZ, 2005;
SATYANARAYANA et al., 2007), ja que ele é caracteristico da vibragdo axial das
hidroxilas da celulose, v(OH). As bandas caracteristicas dos grupos metil e metileno
sdo ocasionadas pelo estiramento em 2893 cm™, v(C-H), e em 1373 cm™, §(C-
CHs). Vibragcbes da estrutura C=C de aromaticos e alifaticos sao evidenciadas a
1604 cm™, mas, segundo van DAM et al. (2004) bandas a aproximadamente 1130 e
1600 cm™ sdo caracteristicas de lignina tipo guaiacil-siringil, tipica de plantas

monocotiledéneas, como é o caso do coqueiro. Sinais de hemiacetal devido aos
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carbonos anoméricos em 1728 cm™ também s&o visiveis, v(C=0). Segundo Macedo
(2005), a presenca de bandas entre 1517 e 1447 cm™ s&o atribuidas aos
estiramentos v(C=C) de grupos aromaticos isolados da lignina. Na fibra de coco
verde analisada, estas bandas encontram-se deslocadas para 1508 a 1423 cm™.
Entre 1370 e 1390, absorcéo referente a deformacdo simétrica e assimétrica da
ligacdo C-H em grupos de celulose e da hemicelulose séo reportadas (D’ALMEIDA,
2007), sendo tal banda apresentada em 1373 cm™ no espectro da fibra de coco.
Vibragbes v(C—-0) de ésteres, éteres ou grupos fendis sdo observadas em 1238 cm’
! Bandas referentes a deformacdo axial simétrica da ligacdo C—-O—C de grupos
metoxila e de deformacéo da ligacdo C—O presente na celulose, hemicelulose e, em
menor contribuicdo, lignina sdo observadas em 1029 cm™. Vibracdes de CH, de
alifdticos ou aroméaticos presentes em carboidratos e lignina provocam bandas entre
700 e 900 cm™.

Fibra Natural
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Figura 5.8 — Espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) da fibra de coco verde.
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5.1.3 Resisténcia Térmica da Fibra

Uma das caracteristicas importantes na escolha de materiais como suporte de
imobilizacéo é a resisténcia desse material. Desta forma, a degradacgéo térmica das
fibras de coco verde quando submetidas a uma variacdo de temperatura de 30 a
650°C foi avaliada por termogravimetria. Observou-se que a perda de massa da
amostra ocorreu de forma gradativa, apresentando trés picos relevantes a 60°C,
268,8°C e 310°C. A perda de 4,79% de massa em baixas temperaturas (< 100°C),
com pico a 60°C, pode ser atribuida a perda de agua na forma de umidade
absorvida ou agua combinada. Este valor € semelhante aqueles reportados para
fiboras de coco com 7 meses de idade, 4,13% — 4,97% (ROSA et al.,, 2007), e
préximo ao determinado para fibra de coco verde também originada de residuo da
agroindustria, 5,4% (TOMCZKA et al., 2007). Comparando este valor com o
observado para outras fibras, piacava (8,2%), bucha (9,4%) e juta (10,2%)
(D’ALMEIDA, 2007), tem-se que a fibra de coco € menos hidrofilica. O alto teor de
lignina é um dos fatores que contribui para esta maior hidrofobicidade.

A degradacdo térmica, para as fibras lignocelulésicas, ocorre na faixa entre
220 e 550°C. A hemicelulose, devido a sua natureza predominantemente amorfa, se
decompde entre 220 — 310°C, enquanto que a celulose se decompde entre 310 —
360°C. A lignina se decompde em uma larga faixa de temperatura, 200 a 500°C
(ALVAREZ e VAZQUEZ, 2004). A perda de 28,82% de massa observada a 268,8°C
para a fibra de coco pode ser atribuida principalmente a decomposicéao térmica da
hemicelulose, embora a ruptura das liga¢des glicosidicas das moléculas de celulose
e das ligacdes o e B aril-alquil-éter originadas das reacdes de degradagéo da lignina
também contribuam para a perda de massa observada (D’ALMEIDA, 2007). A faixa
do primeiro pico de perda de massa observado por ROSA et al. (2007) foi entre 150
e 300°C, com perda de massa entre 24,50 e 26,25% para fibras de coco da
variedade AVEJ, enquanto que Tomczak et al. (2007) observaram 19,6% de perda
de massa a 259,2°C. As diferencas entre os percentuais de perda de massa para a
regido da hemicelulose sdo pouco expressivas, principalmente no que se refere as
fiboras da variedade AVEJ. Os deslocamentos nas faixas de temperatura de
decomposicdo podem estar relacionados as diferencas nos fluxos de gas e na taxa

de aquecimento utilizada durante a execucédo das analises.
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Entre 300 e 420°C observa-se nova degradacdo térmica, sendo o pico de
perda de massa de 47,42% observado a 310°C. Estes valores de degradacao
térmica para as fibras de coco verde estudada no presente trabalho sdo similares
aos reportados por Rosa et al. (2007) e Tomczak (2007), 35,3% — 46,6% entre 300 e
400°C e 40,1% a 313,4°C, respectivamente. As similaridades entre os resultados de
termogravimetria para diferentes amostras de fibra de coco verde indicam
composicao quimica préximas entre as amostras, o0 que pdde ser observado no item
5.1.2. Além disso, o valor de 370°C observado no pico da curva de derivada da
termogravimetria (DTG) esta de acordo com o valor reportado para a decomposicao
térmica da celulose em fibra de juta e de piacava (D’ALMEIDA, 2007). Comparando
as temperaturas de degradacao inicial de outras fibras, tem-se que a fibra de coco é
mais estavel que a fibra de piacava, bucha, sabai e palha de trigo (D’ALMEIDA et al.,
2006; SATYANARAYANA et al., 2007).

Entre 400 e 500°C ainda observa-se 8,9% de perda de massa, decorrentes
dos residuos de lignina ainda presentes. Contudo, acima de 500°C, a carbonizacao
ocorre com alta perda de massa, mostrando uma massa residual de
aproximadamente 18% ao fim do processo. Esta massa residual pode estar
associada com a presenca de silica, reportada para a fibra de coco (TOMCZAK et
al., 2007; SELVAM et al., 1998) e outras fibras naturais (SATYANARAYANA et al.,
2007).

5.1.4 Espectroscopia Fotoeletronica de Raio-X (XPS)

A andlise de espectroscopia de fotoeletronica de raio-x mostrou a presenca
de silicio e célcio na superficie da fibra de coco verde lavada. Além desses
compostos, Justiz-Smith et al. (2008) encontraram em pd de coco a presenca de
aluminio, sédio e manganés. A presenca desses elementos tracos, embora possam
Ihe conferir propriedades interessantes, em grande percentual, pode lhe
proporcionar maior fragilidade. Dentre os materiais lignocelulésicos mais estudados,
a fibra de coco possui uma elevada quantidade no teor de silica (1,1%), embora o

mais alto percentual tenha sido observado na cana.

5.1.5 Natureza Hidrofébica/Hidrofilica da Superficie da Fibra

Resultados do item 5.1.2 e dados da literatura mostram que a fibra de coco é

composta por celulose, hemicelulose e lignina. Embora a celulose e a hemicelulose
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tragam um carater hidrofiico a este material, a presenca de lignina e outras
substancias hidrofébicas em sua superficie faz com que ele também apresente um
carater hidrofébico. Assim, buscando quantificar a relagédo hidrofilica/hidrofébica do
suporte, analises de molhabilidade foram realizadas.

O estudo de molhabilidade foi realizado com base no método de ascendéncia
por capilaridade. No estudo de superficies de fibras, como observado por Topalovic
et al. (2007), a geometria do sistema de capilaridade é desconhecida e ndo ha como
aplicar a equacdo de Washburn para um uanico capilar (Equacao 5.1). Contudo,

n

como 2

(fator que reflete a geometria do capilar) e (fator que reflete as

r2

propriedades do liquido estudado) sédo constantes, podemos analisar os resultados
obtidos com base na relagédo angulo de contato e forgca peso observada.

cosd =

2
21 mT (5.1)

Ar? op?
onde:
¢ é o angulo de contato solvente-superficie;
A é area da sesséo transversal,
r € o raio do capilar;
n € a viscosidade do liquido;
o é atenséo superficial do liquido;
p € adensidade do liquido;
m € o peso do liquido que penetra no capilar;
t é o tempo de penetracéo.

A Figura 5.9 mostra a forca peso no sistema resultante da interagéo fibra-
solvente, a qual esta diretamente relacionada a tensao superficial. Quanto maior a
tensao superficial, maior a molhabilidade, o que implica numa maior interacao entre

a fibra e o solvente estudado. O valor de equilibrio da for¢a do sistema foi de 7,3 mN
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para agua, sendo este valor atingido proximo a 150 segundos, enquanto que o
equilibrio para o hexadecano foi de 6,2 mN apds 70 segundos. Com base nestas
informacdes, € possivel afirmar que, embora a fibra de coco possua sitios hidrofilicos
e hidrofébicos, a quantidade de sitios hidrofilicos € maior. O caréater hidrofilico da
fibra de coco é menos intenso do que a maioria dos materiais lignocelulésicos haja
vista esta possuir um dos maiores teores de lignina e apresentar ceras em sua
superficie. Dependendo da aplicacdo do material, este carater anfifilico pode ser
importante. No caso de suportes para a imobilizacdo de lipases, por exemplo, um
equilibrio das duas caracteristicas é essencial (AL-DURI e YONG, 2000). Embora o
carater hidrofébico promova uma imobilizagdo mais forte entre lipase e suporte e
facilite a particdo do solvente (no caso de reagcdes em meio organico), caso sua
intensidade seja elevada, este pode gerar um impedimento estérico para atuagao
das lipases imobilizadas e/ou reduzir a particdo do substrato frente ao sitio catalitico,

no caso de substratos longos ou hidrofilicos (MATEO et al., 2007).

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Forca (mN)

- Fibra natural em agua
—— Fibra natural em hexadecano
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Figura 5.9 — Teste de molhabilidade da fibra de coco verde em agua e em
hexadecano.

79



Capitulo 5 — Caracterizacéo e Tratamento da Superficie da Fibra de Coco Verde

5.2 INFLUENCIA DE TRATAMENTOS QUIMICOS NAS CARACTERISTICAS DA
FIBRA

Frente a necessidade de realizar um tratamento eficiente quanto a remocao
das impurezas presentes na superficie da fibora e aumento da area superficial,
avaliou-se o uso de substancias como peroxido de hidrogénio, hipoclorito de sddio e
hidréxido de sédio no tratamento quimico da superficie da fibra de coco verde, bem

como a influéncia destes tratamentos no processo de imobilizacao.
5.2.1 Mudancas Morfol6gicas Provocadas pelos Tratamentos Quimicos

O primeiro aspecto a ser analisado no tratamento quimico das fibras é o seu
efeito sobre aspectos da morfologia e da superficie. A Figura 5.10 mostra imagens
das fibras estudadas obtidas a partir de uma lupa. O tratamento apenas com
hipoclorito de sodio aparentemente ndo promoveu mudancas sobre a fibra de coco
(Figura 5.10b). Através de microscopia eletrénica de varredura (MEV), observaram-
se grandes similaridades da superficie da fibra tratada com a natural, apresentando
um resultado ndo uniforme para alguns cortes analisados (Figura 5.11a). Embora em
menor quantidade frente a uma amostra de fibra natural, a presenca de
protuberéancias formadas provavelmente de residuos de ceras e acidos graxos nas
amostras de fibra obtidas a partir desse tratamento ainda se da em grandes
concentracdes (Figura 5.11b). Reyes et al. (1998), em seus estudos com a casca de
arroz, obtiveram um material uniformemente modificado, apesar de que,
visualmente, o tratamento se deu de forma branda.

Ja o tratamento de hipoclorito de sodio seguido de tratamento com hidroxido
de sodio, mostrou um desfibrilamento provocado, provavelmente, pela remocéao de
parte da hemicelulose e lignina que interligam as fibrilas formadoras das fibras
(Figura 5.10c). Este desfibrilamento pode ser melhor observado através de MEV
(Figura 5.12). Comparando a superficie de fibras obtidas a partir desse tratamento
com fibras naturais ou tratadas apenas com hipoclorito de sédio, puderam-se
observar residuos de cera e acidos graxos em quantidades bem menores (Figura
5.13). Além disso, enquanto o tratamento com hipoclorito de sddio preservou em
grande maioria as pontuacdes areoladas, o uso de hipoclorito de sodio seguido de
hidroxido de sédio removeu grande parte dessas estruturas, deixando a superficie
da fibra mais ondulada (Figuras 5.12 e 5.13). Esta remoc¢ao mais eficiente de células

parenquimaticas também foi observada em estudos que utilizaram apenas hidroxido
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de sodio (ROUT et al., 2000; MARTINS et al., 2004). Fazendo um paralelo com o
tratamento realizado por Silva et al. (2000), que submeteram a fibra de coco a uma
solucdo 5% de NaOH por 72 horas, constatou-se que os resultados obtidos pelos
autores sao semelhantes aos encontrados para o tratamento aqui proposto apenas
com hipoclorito de sddio, apresentando uma morfologia mais heterogénea. Tais

resultados mostraram que o tratamento misto foi mais eficiente na remocdo de

impurezas e modificacdo da superficie da fibra.

Figura 5.10 — Imagens das fibras de coco verde natural (a) e fibras tratadas
com hipoclorito de sddio (b), hipoclorito de sédio e hidréxido de sédio (c) ou
peroxido de hidrogénio (d) obtidas a partir de uma lupa, com aumento de 10 x.

1Skl XEISA

Figura 5.11 — Imagens de fibra de coco tratada com hipoclorito de sddio
mostrando em detalhes o tratamento ndo uniforme (a) e a presenca de
protuberancias (b).
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Figura 5.12 — Imagem da fibra de coco Figura 5.13 — Imagem da fibra de coco

tratada com hipoclorito de sodio e tratada com hipoclorito de sédio,
hidréxido de sédio, mostrando mostrando protuberancias, aumento
desfibrilamento da mesma (aumento de 150 x.
de 150 x).

A fibra obtida por oxidacdo com perédxido de hidrogénio apresenta uma cor
amarela clara, aspecto visual bem distinto das demais, que variam entre tonalidades
de marrom (Figura 5.10d). Tanto a oxidag&o por reagentes clorados (BRASILEIRO
et al., 2001) quanto por peréxido de hidrogénio (REYES et al., 1998) sdo bastante
utilizadas no processo de branqueamento de fibras. Todavia, o tratamento com
peroxido de hidrogénio foi mais eficiente na remoc¢édo dos pigmentos existentes na
fibora de coco, o que promoveu esta mudanca na coloracdo. Também, dos trés
tratamentos estudados, este foi 0 mais eficiente na remoc¢éo dos residuos de ceras e
acidos graxos (Figuras 5.14 e 5.15). Em boa parte das amostras analisadas, as
pontuacdes areoladas foram preservadas (Figura 5.14) embora em algumas partes,

onde se estima que o ataque quimico tenha sido mais forte, estas foram deformadas

tornando a superficie das fibras mais lisas (Figura 5.15).

—

e

Figura 5.14 — Imagem da fibra tratada Figura 5.15 — Imagem da fibra tratada

com peroxido de hidrogénio mostrando com peréxido de hidrogénio mostrando
pontuacdes areoladas, aumento de deformacgéo nas pontuacdes

500 x. areoladas, aumento de 1.000 x.
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Embora as rea¢des tenham sido conduzidas sob agitacdo constante, fazendo
uso de fibras curtas, ~ 2 mm, os trés tratamentos apresentaram superficies finais
heterogéneas. A ndo uniformidade obtida neste estudo deve-se, provavelmente, a
distribuicdo heterogénea das impurezas observada no item 5.1.1.2, mostrando que
um leve aumento na concentracao dos reagentes e/ou no tempo de exposicao deve
ser avaliado para obtencdo de fibras mais uniformes e totalmente isentas de

impurezas.

Os resultados da determinacdo do diametro e da &rea superficial para as
fibras naturais e tratadas sédo apresentados na Tabela 5.2. O tratamento com
NaOCI/NaOH foi o Unico que teve um efeito real sobre a area superficial. O aumento
da area superficial promovido pelo tratamento com NaOCI/NaOH foi devido ao
desfibrilamento observado em alguns pontos da fibra, especialmente nas pontas
(Figura 5.12). Embora se tenha um ganho de 2,3 vezes frente ao valor da fibra
natural, este aumento ndo € representativo diante do que se pode obter com fibras
de coco carbonizadas e ativadas, 534 e 1088 m?/g (PHAN et al., 2006). Quanto ao
diametro médio das fibras, pode ser observada tanto para fibras naturais quanto
para fibras tratadas uma dispersao natural de valores. Esta variacado nos valores dos
diametros foi também observado por Silva et al. (2000), com valores de maximo e
minimo de 419 e 269 um, respectivamente, e um diametro de 337 + 55 um para o
didmetro de uma unica fibra. Diferentes estudos tém reportado diametro médio na
faixa de 40 a 400 um para fibras de coco de cultivares brasileiro (SATYANARAYANA
et al., 2007). Tipo de planta, caracteristicas do solo e condi¢des climaticas podem
ser a causa desta variacdo nos valores de didmetro. Tratamentos quimicos com
NaOCI ou H,0O, ndo foram capaz de mudar o diametro da fibra de coco. Contudo, o
tratamento com NaOCI/NaOH causou uma significante reducédo no diametro médio

para um terco do valor da fibra natural.
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Tabela 5.2 — Diametros das fibras naturais e tratadas.

Area Diametro médio (um)
ibr Supezrficial Maximo Minimo Média  Desvio Padréo
(m*/g)
Natural 0,90 495 69 157 87
NaOCI 0,95 495 69 148 92
NaOCI/NaOH 2,10 165 7 44 28
H.0, 1,12 511 103 153 58

5.2.2 Efeitos dos Tratamentos nas Caracteristicas Quimicas

A quantidade de celulose e constituintes nao celulésicos em uma fibra
determina sua estrutura e propriedades e influencia na quantidade de umidade
(REDDY e YANG, 2005). Na Tabela 5.3, a influéncia dos tratamentos quimicos na
densidade e alguns constituintes quimicos é reportada. Dos trés tratamentos
estudados, apenas o tratamento com hipoclorito de sddio seguido de hidroxido de
sédio influenciou o teor de celulose e a densidade, apresentando um significativo
aumento para ambos os fatores estudados. Este tratamento misto possui teor de
hipoclorito de sddio mais elevado do que o outro tratamento estudado, com baixa
concentracdo de hipoclorito de s6dio em sistema aquecido. O uso do hipoclorito de
sédio em maior concentracdo seguido de hidréxido de sodio pode ter contribuido
para a remocdo de lignina e, principalmente, de hemicelulose, o que pode ser
confirmado pelo desfibrilamento observado no item 5.2.1 (Figura 5.12). As andlises
de FTIR (Figura 5.16) também mostram a reducdo da hemicelulose nas fibras
tratadas com hipoclorito de sodio e hidroxido de sodio. Bandas caracteristicas de
hemicelulose presentes em torno de 1728 cm™ na fibra de coco verde natural, ndo se
encontram nas fibras tratadas. Este fenbmeno também tem sido reportado em
trabalhos que utilizaram apenas hidroxido de sodio no tratamento de superficies de
fibras (ROUT et al., 2000). Além de hemicelulose, parte da lignina presente também
foi removida, como pode ser observado através do teor de lignina soltvel (Tabela
5.3). A perda de lignina ndo é observada através das andlises quimicas devido ao
seu elevado valor na fibora como um todo e ao fato dessa s6 ser atacada na

superficie.

84



Capitulo 5 — Caracterizacéo e Tratamento da Superficie da Fibra de Coco Verde

Tabela 5.3 — Composi¢do quimica das fibras de coco naturais ou quimicamente

tratada.
. , Lignina
Densidade Celulose Lignina Soluvel .
Fibra ) Insoluvel
(kg/m")
(%) (%) (mg/L) (%)
Natural 825+18 4593+150 292 6,73+1,00 40,22+5,79
NaOCI 790 £ 17 41,89 2,05 4,73+£0,46 4523+15,44

NaOCI/NaOH 1057 £ 115 62,77 +5,90 1,41 3,25+0,01 43,71+11,40

H.02 804 = 30 43,95 1,18 2,73+£0,02 41,55+ 6,00

Em tratamentos de superficie da fibra que utilizam hidréxido de sodio, a
banda presente em torno de 1240 cm™ na fibra natural desaparece e, em seu lugar,
aparecem duas pequenas bandas a 1230 e 1200 cm™. Os espectros das fibras
tratadas com hipoclorito de sddio e hidroxido de sédio também apresentaram esta
caracteristica (Figura 5.16). A banda em 1238 cm™ é referente as vibragdes v(C-0)
de ésteres, éteres ou grupos fendis atribuidas principalmente as ceras presentes no
tecido epidérmico (HERRERA-FRANCO e VALADEZ-GONZALEZ, 2005). O

desaparecimento desta banda pode representar a remocao dessas ceras.

Nas fibras tratadas com perdxido de hidrogénio, o teor de lignina soluvel é
reduzido significativamente (Tabela 5.2). Embora ndo tenha sido observada redugéo
nos teores de celulose, o peroxido de hidrogénio tende a oxidar os grupos hidroxilas
da celulose presentes na superficie. Este agente oxidante, quando em meio basico,
forma o anion hidroperoxido que reage com uma molécula n&o ionizada de peréxido
formando radical hidroxila altamente reativo (ver equacao 5.2), que oxida 0s grupos
hidroxilas da celulose presente na fibra a grupos carboxilas, promovendo um suave
potencial catidbnico (REYES et al., 1998; SHUKLA e PAI, 2005). Esta oxidacao pode
ser confirmada pelo espectro das fibras tratadas com peroxido de hidrogénio (Figura
5.16). Em 1728 cm™, inicialmente o grupo C=0O presente é oriundo de lignina e
hemicelulose. Depois do tratamento, observou-se a formacédo de carboxilas, cuja
vibracdo axial de C=O intensifica o pico. A banda presente em 1238 cm™ no
espectro da fibra tratada € intensificada pela presenca dos grupos carboxilas
formados, representando a vibragéo axial de O — C — C (BILBA et al., 2007).

H20, + HOO™ — HO" + O, + H,0 (5.2)
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—— Fibra Natural
—— Fibra Trat. NaOCI
—— Fibra Trat. H,O,
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Figura 5.16 — Espectrofotometria no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) da fibra de coco verde natural, tratada com hipoclorito de sédio (NaOCI),
hipoclorito de sodio seguido de hidroxido de sodio (NaOCI + NaOH) ou peroxido de
hidrogénio (H20.).

Ainda quanto aos espectros das fibras de coco verde, entre 1370 e 1390 cm™,
absorcéo referente a deformacdo simétrica e assimétrica da ligacdo C-H em grupos
da celulose e da hemicelulose séo reportadas (D’ALMEIDA, 2007). Nos espectros
das fibras tratadas com hipoclorito de sédio seguido de hidréxido de sodio e nas
tratadas com peréxido de hidrogénio, as bandas referentes a estes comprimentos de
onda apresentam-se mais acentuadas, o que pode ser um indicativo de uma maior

exposicao destas na superficie da fibra.

A distribuicdo dos principais elementos que compdem a superficie da fibra
foram obtidos por espectroscopia fotoelétrica de raio X (XPS). A concentracéo
massica das amostras na superficie foi obtida por integracdo numérica dos picos e
sdo reportadas na Tabela 5.4. Os elementos principais detectados usando XPS
foram carbono e oxigénio. Pequenas quantidades de nitrogénio, silicio e calcio
também se encontram presentes nas fibras naturais. Celulose, hemicelulose e

pectina possuem uma razdo O/C de 0,83 enquanto lignina possui uma razédo de
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apenas 0,35 (SGRICCIA et al., 2008). Como a razdo O/C das fibras de coco verde
naturais e tratadas é inferior a 0,83, isto mostra que a superficie possui uma
significante propor¢cdao de lignina e graxas. Quando tratadas quimicamente,
observou-se um aumento na razdo O/C para os trés tratamentos o que indica uma
maior exposicao da celulose. O aumento da exposi¢do da celulose na superficie da
fibra permite que maior quantidade de grupos OH estejam acessiveis, facilitando a
funcionalizacdo da fibra com grupamentos epoxis e silanos, por exemplo, essencial
no preparo de suportes para imobilizacdo por ligacdo covalente. A presenca de
silicio em materiais lignocelulésicos tem sido bastante reportada (ROSAS et al.,
2008). Sua presenca promove maior estabilidade ao material. No presente trabalho,
ndo s6 o XPS como também o FTIR, representados pelos picos 486 cm™ (SiO,) e
1122cm™ (SiC), mostraram a presenca deste na fibra de coco. Apés os tratamentos
quimicos, as fibras apresentaram percentuais menores de silicio frente a fibra
natural, sendo essa diferenca acentuada no tratamento com hipoclorito de sédio.
Durante tratamento com NaOH, SiO, é convertido a Na;SiOz 0 que justifica a
presenca de sodio na fibra tratada com NaOCI/NaOH.

Tabela 5.4 — Concentracdo massica da superficie (%) determinada pela analise de
XPS das fibras naturais e tratadas.

Flbl’a C]_S Ols N]_S S|2p Ca2p Mng C|2p Nals O/C
Natural 69,05 2736 204 1,10 0,46 - - - 0,40
NaOCl 59,80 3443 132 039 0,13 0,9 2,89 - 0,57

NaOCI/NaOH 63,39 3041 086 097 029 019 030 360 0,48

H>0 65,01 3323 081 0,78 0,17 - - - 0,51

5.2.3 Efeitos na Resisténcia Térmica

O comportamento térmico das fibras de coco verde quimicamente tratadas foi
avaliado através de andlise termogravimétrica. Na Tabela 5.5 estdo sumarizadas as
principais informagfes obtidas a partir dos termogramas. A perda de massa atribuida
a umidade absorvida ou a agua combinada mostrou-se mais expressiva em fibras
tratadas com NaOCI/NaOH (6,39 %). Este aumento no teor de agua é fruto de uma
maior exposicao da celulose provocada por este tratamento. Fibras tratadas com
H,O, ou apenas com NaOCI tiveram uma leve reducdo nos teores de &gua. Isto
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pode ser resultado da oxidag¢do dos grupamentos hidroxilas presentes na superficie

destas fibras, provocando uma pequena reducdo na hidrofilicidade destas. Em

estudos de tratamento da superficie de fibras de piacava, bucha e curaua com

hidréxido de sodio, ndo foi observada mudanca no carater hidrofilico das fibras

tratadas, mesmo em tratamentos com hidroxido de sodio a 15% (p/v) (D’ALMEIDA,

2007). Embora a concentracdo de hidréxido de sdodio utilizada no presente trabalho

tenha sido de 10% (p/v), 0 uso deste apOs o0 ataque com hipoclorito de sédio é que

foi responsavel pelo possivel aumento da hidrofilicidade das fibras tratadas por este

método.

Tabela 5.5 — Parametros termogravimétricos de fibras de coco verde natural e
tratadas com peréxido de hidrogénio, hipoclorito de sédio 0,4% (v/v)
ou hipoclorito de sédio 50% seguido de hidréxido de sodio.

Faixa de . Temperatura
Pico de de“On set” Perda de
Tratamento  temperatura de MAXi o
% 1o aximo (°C) massa (%)
degradagéo (°C) (°C)

Natural 30 -100 50 - 4,79

220 - 340 310 268,8 28,82

340 - 500 370 310 47,42

H.0O, 30-80 50 = 3,53

220 - 340 315 274,1 27,86

340 - 500 400 312,4 43,27

NaOCl 30-90 50 - 3,46

200 - 330 290 255,8 23,53

330 - 500 370 306,9 49,74

NaOCl + NaOH 30-100 50 - 6,39

230 - 550 350 294,4 67,52

O tratamento da fibra de coco verde com perdxido de hidrogénio promoveu

uma elevacdo na temperatura de degradacdo térmica da fibra, o que indica um

aparente aumento na estabilidade térmica. O contrario aconteceu com a fibra tratada
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com hipoclorito de soédio 0,4% (v/v), cuja temperatura de degradacéo térmica sofreu

reducao, indicando um decréscimo na estabilidade térmica.

No caso de fibras tratadas com hipoclorito de sddio e hidroxido de sédio, o
alto valor da temperatura de degradacédo térmica aparenta uma falsa estabilidade.
Contudo, neste caso, tal aumento de temperatura € provocado pela auséncia de
teores de hemicelulose detectaveis no TGA, sendo a perda de massa causada,
principalmente, pela degradacéo de celulose e lignina, o que justifica inclusive a
ocorréncia de apenas um pico para esta amostra. Como lignina e celulose iniciam
seu processo de degradacédo apenas a 200 e 310°C, respectivamente, picos nas
curvas DTG so foram observados a 350°C. Este fenbmeno também foi reportado por

D’Almeida (2007) ao estudar piacava tratada com hidroxido de sodio a 15% (p/v).

Ainda referente ao tratamento da fibra com hipoclorito de sédio e hidroxido de
sédio, embora se tenha apenas um pico nas curvas DTG, a temperatura de “on set”
foi um pouco mais baixa do que a da fibra natural. Maior estabilizacdo de fibras
lignocelulésicas apds tratamento com hidroxido de sédio tem sido reportada
(RAHMAN e KHAN, 2007; SATYANARAYANA et al., 2007) devido as mudancas na
estrutura cristalina da celulose provocadas pelo uso de hidréxido de sodio. Contudo,
Silva et al. (2000) também reportaram uma reducdo na estabilidade térmica apos
tratamento com hidroxido de sddio, embora a curva de DTG tenha apresentado dois
picos. Os autores atribuiram esse decréscimo a concentragdo de NaOH utilizada
(5%, p/v) e ao tempo de exposicdo (24, 48 e 72 h). Embora o tempo de exposicao da
fibora a0 NaOH e sua concentracdo no presente trabalho sejam coerentes com o0s
valores reportados nos trabalhos que tiveram a estabilidade térmica aumentada, este
s6 foi adicionado apds um tratamento prévio da fibra com hipoclorito de sédio.
Assim, estudos utilizando apenas NaOH na fibra natural objetivando avaliar o efeito

apenas deste reagente seriam necessarios.

5.2.4 Modificagdes na Natureza Hidrofébica/Hidrofilica das Superficies das
Fibras

Como expresso no item 5.1.4, a molhabilidade de uma fibra em um solvente
pode ser discutida com base na relacdo angulo de contato e forca peso observada.
As Figuras 5.17 e 5.18 mostram a forca peso do sistema contra o tempo de contato

observado para o sistema fibra-agua e fibra-hexadecano, respectivamente.
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Nos estudos de molhabilidade das fibras de coco em agua (Figura 5.17),
observou-se que a interacdo fibra — solvente variou levemente dependendo do
tratamento quimico aplicado. A interacdo fibra — agua para as fibras naturais e
tratadas com peréxido de hidrogénio foram iguais, com valores de 7,3 mN e 7,4 mN,
respectivamente, para a forca do sistema no equilibrio. As fibras tratadas apenas
com hipoclorito de sédio ou com hipoclorito de sbédio e hidroxido de sdédio
apresentaram forcas um pouco maiores no equilibrio, 8,0 e 7,7 mN,
respectivamente. Com base nestas informacdes, supbes que as fibras tratadas
apenas com hipoclorito de sodio ou com hipoclorito de sodio e hidroxido de sédio
tornaram-se um pouco mais hidrofilicas do que a fibra natural. Isto era esperado
principalmente para a fibra tratada com hipoclorito de sodio e hidroxido de sédio a
qual, com base no que foi apresentado nos itens 5.2.1 e 5.2.2, apresenta celulose

mais exposta na superficie.

Em paralelo, nos estudos de molhabilidade das fibras de coco em
hexadecano (Figura 5.18), observou-se que a interacdo fibra — solvente variou
consideravelmente dependendo do tratamento quimico aplicado. A interacdo fibra —
hexadecano para as fibras naturais e tratadas com peroxido de hidrogénio foram
similares, com valores de 6,2 mN e 6,1 mN, respectivamente, para a forca do
sistema no equilibrio. Ja as fibras tratadas apenas com hipoclorito de sédio ou com
hipoclorito de sodio e hidroxido de sédio apresentaram forcas bem menores no
equilibrio, 5,5 e 4,3, respectivamente. Estes baixos valores de forca no equilibrio
para as fibras tratadas com hipoclorito de sddio ou com hipoclorito de sédio e
hidréxido de sddio séo indicios de uma reducdo nos sitios hidrofébicos provocada,

principalmente, pela remocéo de lignina.
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Figura 5.17 — Teste de molhabilidade em agua das fibras de coco verde natural ou
tratadas.
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Figura 5.18 — Teste de molhabilidade em hexadecano das fibras de coco verde
natural ou tratadas.

Os estudos de molhabilidade das fibras de coco em agua e em hexadecano

mostraram que a fibra tratada com peroxido de hidrogénio ndo teve sua natureza
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hidrofilica/hidrofébica modificada. Contudo, as fibras tratadas apenas com hipoclorito
de sodio ou com hipoclorito de sodio e hidréxido de sodio tiveram sua natureza
hidrofilica/hidrofébica modificada, tendo sido observado uma maior hidrofilicidade

nestas.

5.3 INFLUENCIA DOS TRATAMENTOS QUIMICOS SEGUIDOS DE
TRATAMENTO TERMICO SOB PRESSAO NAS CARACTERISTICAS DA FIBRA

Os estudos com tratamentos quimicos mostraram-se eficientes na remocao
das impurezas, preparando a superficie para a imobilizacdo de enzimas. Contudo,
como observado no item 5.2.1, o aumento da &rea superficial apds os tratamentos
ndo se mostrou significativo. Uma alternativa para aumentar esta area superficial
seria a explosao por vapor, que devido a uma queda de pressao brusca geraria uma
grande explosdo no interior do material, provocando, dessa forma, uma macica
desagregacdo da estrutura lignocelulésica aumentando assim, a area superficial

disponivel para imobilizacdo de enzimas.

Nos experimentos realizados, utilizaram-se as fibras previamente tratadas de
forma que a estrutura, ao fim do processo, ja se encontrasse ausente de qualquer
impureza. Nas condi¢cbes possiveis de se trabalhar de forma “segura” numa
autoclave, a auto-hidrélise (baseado nos acidos proprios do material lignoceluldsico)
nao foi aparentemente eficiente. Tanto as fibras mantidas a seco quanto as
molhadas nao sofreram qualquer alteracdo visual em sua estrutura, sendo
necessario realizar estudos de BET para verificar se houve aumento na area
superficial total. O alto teor de lignina e o provavel baixo teor de acidos devem ter
contribuido para a resisténcia do material. Estudos desenvolvidos na Universidade
Federal do Ceara pelo grupo GPBIO mostraram que, através do uso de altas
concentragbes de hidroxido de sodio (solucdo a 10M), foi possivel realizar o
cozimento a vapor em autoclave, promovendo alteragdes visuais no material. A

metodologia usada foi baseada no trabalho desenvolvido por Vasquez et al. (2007).

5.4 PROTOCOLO DE PREPARACAO DA SUPERFICIE DA FIBRA PARA
IMOBILIZACAO

Dentre os tratamentos quimicos estudados, NaOCI/NaOH e H,O, foram os
mais eficientes no aumento de area superficial e remocdo de impurezas,

respectivamente. Contudo, as mudancas da superficie podem ter promovido
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alteracdes na afinidade da enzima ao suporte. Logo, a fim de definir um protocolo de
preparo da superficie da fibra, avaliou-se o comportamento da lipase CALB

imobilizada por adsorgéao.

A Tabela 5.6 mostra os parametros dos estudos de imobilizacao de lipase tipo
B de Candida antarctica (CALB) em fibra de coco submetida a diferentes
tratamentos. A imobilizacdo ocorreu por adsorcdo, a temperatura ambiente, em
banho finito por 2h, utilizando-se de CALB em tampéao fosfato pH 7. Fazendo uma
comparacao entre a imobilizacdo de CALB em fibra de coco lavada com agua e as
fibras tratadas quimicamente, observou-se que, o derivado de maior atividade,
guantidade de proteina adsorvida e atividade recuperada foi aquele obtido com fibra
tratada com H,O,. Além de ter proporcionado a obtencdo de um derivado mais
carregado e mais ativo, a fibra tratada com H,O, tem como outros pontos positivos o
fato de ser um suporte limpo, com caracteristicas de molhabilidade e resisténcia
térmica préoximas a fibra natural e isento de elementos como Mg, Cl e Na na sua
superficie. Diante destas caracteristicas o tratamento da fibra com H,O, foi escolhido
como protocolo padréo de tratamento para os estudos de adsorcéo de CALB e LYL.

Tabela 5.6 — Parametros do processo de imobilizacdo por adsorcdo de CALB a pH 7
em fibra de coco natural ou tratada, apds 2h de contato, com carga
oferecida de 15 U por g de suporte.

Parametros Natural H>0, NaOCI NaOCI/NaOH
Atividade no
derivado (U/kg de 695 + 34 1230 £ 51 931 + 83 470 £ 20
suporte)

Proteina total

adsorvida (ug/g de 125 + 23 230+ 17 136 £ 12 140 £ 27
suporte)
Rend. de 9.0 238 26,6 16,4

imobilizagao (%)

Atividade

recuperada (%) 42,1 86,3 58,3 47,6

Embora o tratamento com NaOCI/NaOH tenha sido o que apresentou menor
atividade no derivado, os valores de atividade recuperada e proteina total adsorvida

foram equiparaveis ao obtido com a fibra de coco natural. E, considerando que este
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promoveu um aumento na area superficial e uma maior exposicdo da celulose,

optou-se por também estuda-lo como suporte na imobilizacdo de CALB (a lipase

adotada como padrédo no referido trabalho) visando futura funcionalizagdo para

aumentar sua hidrofobicidade e/ou proporcionar uma ligagdo covalente mais

eficiente.

5.5 CONCLUSOES DO CAPITULO 5

Com base nos resultados de caracterizacdo e tratamento quimico da

superficie da fibra de coco verde, tem-se que:

v

No que tange ao aspecto morfoldgico, as fibras naturais de coco mostram-se
bastante heterogéneas quanto ao diametro, comprimento, distribuicdo de cera

sedimentada e rugosidade;

A presenca de pequenas particulas, das ceras e de outras substancias
salienta a necessidade de se realizar um tratamento para limpeza da

superficie da fibra natural de coco;

Os resultados de termogravimetria mostram que o teor de umidade presente
na fibra de coco verde utilizada é menor do que o observado em outras fibras
como bucha, juta e piacava, o que indica que a fibra de coco € menos

hidrofilica que estas;

Embora a fibra de coco possua um carater um pouco mais hidrofilico, a
quantidade de sitios hidrofobicos presentes possibilita boa interagdo com

solventes organicos;

Dentre os tratamentos quimicos estudados, o tratamento com hipoclorito de
sédio foi o menos eficiente, ndo sendo observada completa remocédo das

impurezas e/ou alteracao da superficie;

O tratamento de hipoclorito de sddio seguido de tratamento com hidroxido de
sédio mostra um desfibrilamento provocado pela remocdo de parte da
hemicelulose e lignina que interligam as fibrilas formadoras das fibras. Tais
caracteristicas, embora ndo sejam indicadas para imobilizacdo direta de
lipases, podem ser adequadas a outras enzimas como proteases e lacases.

Além disso, o maior numero de grupamentos OH disponivel potencializa um
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aumento na quantidade de sitios funcionalizados em fibras tratadas apos

funcionalizacdo com glioxipropil trimetoxisilano, por exemplo;

v' O tratamento com peroxido de hidrogénio é o mais eficiente na remocédo das
impurezas. Este tratamento também mantem as caracteristicas de resisténcia
térmica e foi 0 que mais se aproximou das caracteristicas de molhabilidade

para adgua e hexadecano da fibra natural,

v' Estudos de tratamento quimico seguido de tratamento térmico sob pressao,
sem adicdo de acidos ou bases (auto-hidrélise, Unica alternativa avaliada) foi

ineficiente haja vista o alto teor de lignina presente na fibra;

v Em teste preliminar de imobilizacdo de lipase B de Candida antarctica por
adsorcao nas fibras tratadas quimicamente, o derivado de maior atividade,
guantidade de proteina adsorvida e atividade recuperada foi aquele obtido

com fibra tratada com H»0,.
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6 CARACTERIZACAO DAS LIPASES UTILIZADAS

As lipases, embora possuam similaridade na triade catalitica e ajam no
processo de hidrolise de ésteres sob o mesmo mecanismo catalitico (CYGLER e
SCHARG, 1997), podem apresentar variagdes nas caracteristicas bioquimicas como
temperatura e pH 6timos e estabilidade. Estas variagdes sao influenciadas pelas
diferengas no conjunto de aminoacidos presentes, na estrutura da enzima e na
conformagao da cavidade ligante dos substratos, as quais dependem da fonte de
obtencgao da lipase (SHARMA et al., 2001). Em face destas diferencas, experimentos
foram realizados com o intuito de caracterizar a lipase comercial tipo B de Candida
antarctica (Lipozyme CALB L) e o extrato bruto de lipase de Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682. Tais informagdes sdo fundamentais nas orientagbes das escolhas
das condi¢des de imobilizagdo, bem como nas aplicacdes as quais estas podem ser

destinadas.
6.1 CARACTERIZACAO DA LIPASE TIPO B DE Candida antarctica

6.1.1 Efeito do pH do meio
6.1.1.1 Efeito do pH do meio na atividade hidrolitica

A Figura 6.1 mostra o efeito do pH na atividade hidrolitica da lipase B de C.
antarctica (CALB) utilizando pNPL como substrato. A CALB mostrou-se ativa numa
faixa de pH 7 — 11, sendo o pH 6timo de 9,2. Por ter um pH étimo na faixa alcalina, a
CALB pode ser classificada como uma lipase alcalina. Este grupo de lipases —
dentre as quais se encontram lipase de Proteus vulgaris, Pseudomonas
pseudoalcaligenes, Thermomyces lanuginosus e Pseudomonas mendocina —
apresentam como caracteristica uma alta estabilidade a uma faixa de pH entre 7 e
10 e possuem, dentre outras aplicagbes, o potencial para uso na industria de
detergentes (SHARMA et al., 2001).

Diferencas de atividades para o mesmo valor de pH (7) em tampdes distintos
(tampdes fosfato de potassio e fosfato de sodio) também foram observadas.
Diferentes eletrélitos podem interferir na distribuicdo de cargas na superficie da

enzima, no produto e no substrato e, consequentemente, na atividade das enzimas
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(SALIS et al., 2007). Assim, é possivel que o uso de fon K*, mais caotrépico® do que

o saodio, possa influenciar de forma positiva ou negativa na atividade hidrolitica da

CALB.
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Figura 6.1 — Efeito do pH na atividade de hidrélise em p-NPL, a 37 °C, de lipase tipo
B de C. antarctica.

6.1.1.2 Efeito do pH do meio na estabilidade da enzima

O efeito do pH do meio na estabilidade da lipase tipo B de C. antarctica &
apresentado na Figura 6.2. Apds incubagao da enzima por duas horas, a CALB se
manteve estavel na faixa de pH 4 — 10. Porém, apds 24 h de incubacio, apenas em
pH 5 e 9 esta reteve 100% de sua atividade inicial, perdendo no minimo 50% de sua

atividade inicial para os demais valores de pH.

% jons caotropicos sdo aqueles pouco hidratados que tendem a reduzir a hidratagdo das
proteinas (ZHAO, 2005).
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Figura 6.2 — Efeito do pH na estabilidade de lipase tipo B de C. antarctica.

6.1.2 Efeito da Temperatura
6.1.2.1 Efeito da temperatura de reacéo na atividade hidrolitica

Uma reacado catalisada por enzima, diferentemente de uma reagao nao-
catalisada, possui duplo efeito na relacdo temperatura-reacdo. Até uma dada faixa
de temperatura, o efeito predominante sera o aumento da velocidade da reacao,
como prevé a teoria da cinética quimica representada através da equacao de
Arrhenius. A partir de um determinado ponto, um fator oposto, a desnaturacao
térmica, tornar-se-a cada vez mais importante, até que, acima de certo limite, a
rapida desnaturacao destruira a fungao catalitica da enzima. Mas as faixas de
temperatura onde ocorrerao tais fenébmenos dependem do tipo de enzima (CONN e
STUMPF, 1980). Buscando entender essa interagdo da temperatura com a
velocidade de uma reacdo catalisada pelas duas lipases estudadas, o efeito da
temperatura na hidrolise de p-nitrofenil laurato (pNPL) catalisada por lipase tipo B de
C. antarctica (CALB) foi avaliado (Figuras 6.3). A lipase tipo B de C. antarctica
mostrou aumento na atividade até 28°C, apresentando uma faixa étima entre 26 e
37°C.
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Figura 6.3 — Efeito da temperatura na atividade da lipase tipo B de C. antarctica
quando submetida a pH 7.

6.1.2.2 Efeito da temperatura do meio na estabilidade da enzima

A estabilidade térmica da lipase tipo B de C. antarctica (Figuras 6.4) foi
estudada a temperatura ambiente (25°C), na temperatura étima (37°C) e em uma
condigao extrema (60°C). Com base nos perfis de desativagéo térmica, calcularam-
se as constantes de desativacédo (Ky) e os tempos de meia vida aparente (T15),
considerando o modelo de decaimento exponencial simples (MARANGONI, 2003). A
Tabela 6.1 apresenta os valores das constantes de desativacado térmica (K4) € o

tempo de meia vida aparente (T1,2) obtidos nas diferentes temperaturas.
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Figura 6.4 — Estabilidade térmica a 25, 37 e 60°C de lipase tipo B de Candida
antarctica a pH 7.

Tabela 6.1 — Parametros cinéticos da desativacao térmica, a 25, 37 e 60°C, da
lipase tipo B de C. antarctica, a pH 7.

Temperatura (°C) Kq (h™ Ta2 (h) R?
25 - - -
37 0,00692 100,17 0,91
60 3,2932 0,2105 0,98

* Os parametros da lipase tipo B de C. antarctica (ky and T4,2) a 25°C n&o puderam ser calculados
devido sua alta estabilidade. Neste caso, foi impossivel aplicar o modelo de decaimento exponencial
simples.

Analisando-se os perfis de desativacado térmica, observou-se que a CALB a
25°C foi bem mais estavel do que aquela submetida a 37°C. A temperatura
ambiente, a CALB apresentou alta estabilidade, retendo 85% da atividade inicial até
apos 525 horas. A presenga de estabilizantes na formulagdo da CALB comercial
pode ter influenciado nesse elevado valor de estabilidade a temperatura ambiente. A
fim de confirmar tal justificativa, estudos de estabilidade térmica de solugdo de CALB
dialisada (através da qual se espera remover boa parte destes do meio) devem ser
realizados. Em temperatura extrema, 60°C, a CALB teve um tempo de meia vida

bastante curto, encontrando-se totalmente desativada em menos de uma hora e
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meia. Tal comportamento também foi observado por Blanco et al. (2004) e Brigida et

al. (2007), sob as mesmas condi¢des de temperatura e pH.

6.1.3 Efeito da Concentracao de Substrato na Hidrolise de p-Nitrofenil Laurato

As velocidades da reacdo de hidrolise de p-nitrofenil laurato catalisada por
CALB variaram, na faixa estudada (0,05 a 3,00 mM), em func&do da concentragéo de
substrato segundo o modelo cinético de Michaelis-Menten (Figura 6.5). A
determinacao dos valores de Kn, e Vhax foi realizada por ajuste ndo-linear do modelo
de Michaelis-Menten aos dados experimentais. A constante de Michaelis-Menten
(Km) e a velocidade maxima (Vmax) calculadas foram 192 uyM e 0,042 pM/mL/min
para CALB.
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Figura 6.5 — Influéncia da concentragao de substrato na velocidade inicial de reagao
de hidrdlise de p-nitrofenil laurato, em pH 7,0 e 37°C, catalisada por lipase tipo B de
C. antarctica.

6.1.4 Efeito de aditivos na atividade da lipase

Os efeitos de alguns sais metalicos, solventes ou inibidores de protease na
atividade de CALB foram investigados (Figura 6.6). A atividade da CALB foi reduzida

quando em contato com etanol, hexano, NaCl (100 mM) e PMSF. Os resultados
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sugerem que a CALB nao requer qualquer dos ions analisados, nas concentragdes

estudadas, para expressar sua atividade catalitica maxima.
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Figura 6.6 — Efeito de compostos quimicos na atividade de lipase tipo B de C.
antarctica.

Estudos com uma solugdo de CALB diluida em tampé&o fosfato pH 7 (256,03
U/L) mostraram efeito negativo do PMSF na atividade da enzima, reducéo de 35%
na atividade inicial. Sabe-se que o PMSF atua nas serina-proteases através da
sulfonilagdo de residuos serina presentes no sitio ativo destas proteases (o que
causa uma inibigao irreversivel). Considerando que o sitio ativo de uma lipase é
formado por uma triade catalitica constituida pelos aminoacidos serina, acido
aspartico (ou glutamico) e histidina (SCHARG e CYGLER, 1997), é provavel que, ao

adicionar PMSF a solugédo, ocorra também inibicdo de algumas lipases.
6.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO BRUTO RICO EM LIPASE DE Yarrowia
lipolytica

A caracterizag&do do extrato de lipase de Y. lipolytica € uma etapa importante
para a purificagao, imobilizagao e/ou aplicagao direta do mesmo. Informagdes como
efeito do pH e temperatura sobre o potencial catalitico, estabilidade e influéncia de

certos compostos quimicos na atividade sdo fundamentais na escolha das condi¢des
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ideais de trabalho (temperatura e pH), dos solventes passiveis de serem usados em

reacdes e nos estudos de purificacao, dos aditivos e inibidores.

6.2.1 Efeito do pH do meio
6.2.1.1 Efeito do pH do meio na atividade hidrolitica

A Figura 6.7 mostra o efeito do pH na atividade hidrolitica da lipase de Y.
lipolytica utilizando pNPL como substrato. A lipase de Y. lipolytica (LYL) mostrou-se
ativa numa faixa de pH 7 — 9, com atividade hidrolitica maxima em pH 7. Estudos de
caracterizagdo da lipase produzida utilizando a mesma cepa de Y. lipolytica sob
condicbes operacionais distintas, e utilizando a hidrélise de 6leo de oliva como
reacao modelo, reportaram uma faixa de pH de 6 a 10 e pH 6timo a 9 (PEREIRA-
MEIRELLES et al., 1997). Outras cepas de Y. lipolytica apresentaram valores
maximos de atividade hidrolitica a pH 6, 7, 8 ou 9, para uma faixa de pH onde
encontra-se atividade de 5,5 a 10 (APENDICE 1). Porém, considerando que o valor
de pH otimo pode variar de acordo com as condigbes de reagdao e o substrato
utilizado (OTA et al., 1982), estes valores ndo podem ser comparados haja vista que

as reacgdes utilizadas para determinagao dos valores de atividade n&do sao iguais.
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Figura 6.7 — Efeito do pH na atividade de hidrélise em p-NPL, a 37°C, de lipase de
Y. lipolytica.

Além disso, observaram-se diferentes atividades para o mesmo valor de pH

(7), nos tampdes fosfato de potassio e fosfato de sddio. Tal comportamento também
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foi observado por Pereira-Meirelles et al. (1997) para a lipase de Y. lipolytica nos
tampdes tris-HCL e fosfato a pH 8. Como explicado anteriormente no item 6.1.1.2
para o ocorrido com a CALB, diferentes eletrélitos podem interferir na distribuicdo de
cargas na superficie da enzima, no produto e no substrato e, consequentemente, na

atividade das enzimas.

6.2.1.2 Efeito do pH do meio na estabilidade da enzima

A Figura 6.8 mostra o efeito do pH do meio na estabilidade da lipase de Y.
lipolytica. Apds incubagdo da enzima por duas horas, o extrato de LYL se manteve
estavel na faixa de pH 4 — 7. Em pH 7, LYL mostrou alta estabilidade quando
incubada por 24 horas a 37°C, retendo 75% de sua atividade inicial. Pereira-
Meirelles (1997) também estudou o efeito do pH na estabilidade de extrato de lipase
de Y. lipolytica. Apés 30 minutos de incubagéo, a lipase manteve 100% da sua
atividade a pH 7 e 8, contudo ndo se observou atividade apés 20 minutos em pH 9 e
10 minutos em pH 10, mostrando a baixa estabilidade desta enzima a altos valores
de pH. Lipase | e Il de Saccharomycopsis lipolytica (CBS 6303) foi estavel numa
faixa de pH de 4,5 a 8, por 22 horas a 5°C (OTA et al., 1982). Para a lipase de Y.
lipolytica 681, alta estabilidade foi observada a pH 6 (CORZO e REVAH, 1999). Além
disso, estudos usando um extrato purificado de YILip2 mostraram melhor
estabilidade na faixa de pH entre 4 e 7 a 37°C (ALOULOU et al., 2007) e entre 4 e
10 por 3 horas a 25°C (YU et al., 2007). Esta semelhanga entre os resultados de
estabilidade obtidos a 37°C para YILip2 purificada e extrato de LYL deste estudo

pode ser um indicativo da presenca da lipase YILip2 em tal extrato.
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Figura 6.8 — Efeito do pH na estabilidade de lipase de Y. lipolytica quando
submetida a 37°C.

6.2.2 Efeito da Temperatura
6.2.2.1 Efeito da temperatura de reacao na atividade hidrolitica

A atividade da lipase foi determinada numa faixa de temperatura entre 25 e
65°C a pH 7. A atividade do extrato de lipase de Y. lipolytica aumentou com a
temperatura para valores de 25 a 37°C, com temperatura o6tima a 37°C,
apresentando um declinio a temperaturas acima desta (Figura 6.9). Outros autores
(DESTAIN et al., 1997; CORZO e REVAH, 1999; FICKERS et al., 2006) também
observaram que a temperatura 6tima para lipases de Y. lipolytica era 37°C. Para um
extrato bruto de lipase obtido utilizando a mesma levedura Y. lipolytica IMUFRJ
50682 sob outras condi¢cdes de producdo, a temperatura 6tima na hidrolise de pNPL
foi 55°C (PEREIRA-MEIRELLES et al., 1997). Esta diferenga observada para valores
de temperatura 6tima usando o mesmo microrganismo podem ser justificadas pela
producdo de multiplas formas de lipases, dependendo das condi¢gdes de cultivo
(NAWANI e KAUR, 2007). Fazendo referéncia ao trabalho de Destain et al. (1997),
um extrato bruto da hidrolase glicosilada triacilglicérico codificada pelo gene LIP2,
YILIP2, além de apresentar valores de atividade catalitica 6timo em pH 7, tem como

temperatura 6tima 37°C, determinados na hidrélise de 6leo de oliva, embora, para a
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YILip2 purificada, a temperatura 6tima tenha sido descrita como 40°C (YU et al.,

2007).

Atividade Hidrolitica (%)
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Figura 6.9 — Efeito da temperatura na atividade da lipase de Y. lipolytica quando

submetida a pH 7.

6.2.2.2 Efeito da temperatura do meio na estabilidade da enzima

A estabilidade térmica do extrato bruto de lipase de Y. lipolytica (Figura 6.10)

foi estudada a temperatura ambiente (25°C), na temperatura 6tima (37°C) e em uma

condigdo extrema (60°C). Com base nos perfis de desativagéo térmica, calcularam-

se as constantes de desativacado (Ky) e os tempos de meia vida aparente (Tq5)

considerando o modelo de decaimento exponencial simples (MARANGONI, 2003). A

Tabela 6.2 apresenta os valores das constantes de desativagcéo térmica (K4) € o

tempo de meia vida aparente (T+1,2) obtidos nas diferentes temperaturas para as duas

enzimas.
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Figura 6.10 — Estabilidade térmica a 25, 37 e 60°C de lipase de Yarrowia lipolytica a
pH 7.

Tabela 6.2 — Parametros cinéticos da desativagao térmica, a 25, 37 e 60°C, da
lipase de Y. lipolytica, a pH 7.

Enzima Temperatura (°C) Kq (h™) T2 (D) R?
25 0,00443 156,47 0,87
LYL 37 0,00649 106,8 0,97
60 11,9267 0,058 0,95

Analisando-se os perfis de desativacido térmica das lipases estudadas,
observou-se que os perfis de desativagao da LYL tanto a 25°C quanto 37°C foram
similares, diferentemente do observado para a CALB que a 25°C foi bem mais
estavel do que a 37°C (ltem 6.1.2.2). Pereira-Meirelles (1997), ao estudar a
desativagdo térmica de uma lipase de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 a 25°C, 30°C e
40°C, também observou perfis similares para as trés temperaturas. A temperatura
ambiente, a LYL reteve apenas 20 % da atividade inicial apés 300 horas. A 37°C,
tanto a lipase tipo B de C. antarctica quanto o extrato de lipase de Y. lipolytica
apresentaram perfis de desativagéo similares, sendo os tempos de meia vida iguais

a 100,2 e 106,8 horas, respectivamente. Em estudos de estabilidade a 40°C
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realizado por Pereira-Meirelles (1997), apés 200 minutos de incubagao, a lipase
reteve 60% da sua atividade inicial, enquanto que a lipase avaliada neste estudo
reteve apenas 30% a 37°C. Em temperatura extrema, 60°C, tanto o extrato bruto
quanto a lipase comercial, tiveram um tempo de meia vida bastante curto,
encontrando-se totalmente desativadas em menos de uma hora e meia. Pereira-
Meirelles (1997) e Martins (2001), quando estudaram a desativacao térmica a 55°C
de lipase de Y. lipolytica, também observaram desativagdo completa em menos de
uma hora. Comparando os tempos de meia vida da CALB e do extrato de LYL,

observou-se que a CALB foi 3,6 vezes mais estavel que a LYL.

A comparacao das caracteristicas do extrato de LYL aqui estudado com as
fragbes de lipase de Y. lipolytica ja identificadas, purificadas e caracterizadas,
indicam que este extrato produzido por Y. lipolytica IMUFRJ 50682 ndo contenha
quantidades significativas de lipases semelhantes a YILip7 ou YILip8 porque estas
isoenzimas apresentam alta estabilidade e sado capazes de reter 85% da atividade
inicial apds 3 horas incubadas a 65°C (SONG et al., 2006). Comparando com dados
de YILip2 purificada, o extrato de LYL aqui avaliado revelou-se mais estavel, sendo
capaz de reter 86% de atividade inicial quando incubado por 5 horas a 37°C (ti =
106,8 h), enquanto a YILip2 reteve 83% apds 4 horas a 35°C (YU et al., 2007) e
tempo de meia vida de 4 horas a 40°C (ALOULOU et al., 2007).

6.2.3 Estabilidade a Estocagem

A estabilidade a estocagem a —10°C foi determinada para o extrato bruto de
LYL (Figura 6.11), que apresentou uma alta estabilidade. Mesmo apos 7 meses de
estocagem, a enzima reteve 100% de sua atividade inicial. Este comportamento
também foi descrito para outro extrato de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 (PEREIRA-
MEIRELLES et al.,, 1997) quando estocado a 5°C por 370 dias, com 100% da

atividade retida.
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Figura 6.11 — Estabilidade a estocagem do extrato de lipase de Yarrowia lipolytica a
-10°C.

6.2.4 Efeito da concentracao de substrato na hidrélise de p-nitrofenil laurato

As velocidades da reacao de hidrélise de p-nitrofenil laurato catalisada por
LYL variaram, na faixa estudada (0,05 a 3,00 mM), em fungdo da concentragédo de
substrato segundo o modelo cinético de Michaelis-Menten (Figura 6.12). A
determinacao dos valores de K, € Vnax foi realizada por ajuste ndo-linear do modelo
de Michaelis-Menten aos dados experimentais. A constante de Michaelis-Menten
(Km) e a velocidade maxima (Vmax) calculadas foram 234 uyM e 0,033 pM/mL/min
para LYL. LYL mostrou menor afinidade para o substrato frente a CALB, o que pode
ser justificado pela maior afinidade da CALB por substratos de cadeias curtas e
médias (PLEISS et al.,, 1998). A constante de Michaelis-Menten observada para a
LYL foi maior do que a descrita para YlLip2 (0,19 mM) e menor do que a YILipl (0,5
mM) (NAWANI e KAUR, 2007). Isto implica dizer que a lipase estudada no presente
trabalho mostra maior afinidade para o pNPL do que fragbes puras de YILipl, e

afinidade ligeiramente menor que a YILip2.
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Figura 6.12 — Influéncia da concentragédo de substrato na velocidade inicial de
reacao de hidrolise de p-nitrofenil laurato, em pH 7,0 e 37°C, catalisada por extrato
de lipase de Y. lipolytica.

6.2.5 Afinidade do extrato bruto a diferentes substratos

A afinidade de uma lipase a um dado substrato esta relacionada diretamente
a interagdo deste com os residuos de aminoacidos presentes no sitio catalitico e
com o tamanho e o formato do mesmo. Na Figura 6.13, observou-se a afinidade do
extrato de lipase de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 a p-nitrofenil ésteres com cadeias de
tamanho curto (butirato), médio (laurato) e longo (palmitato). Maior atividade foi
observada utilizando p-nitrofenil palmitato, o que representa sua maior afinidade por
substratos de cadeias mais longas. A diferenga entre extratos brutos obtidos de
cepas distintas também foi avaliada utilizando-se extrato de uma cepa de Y.
lipolytica isolada no México (cedido pelo Instituto de Catalise e Petroquimica,
Madrid). Embora ambos os extratos possuam maior atividade em substrato de
cadeia longa, a relagéo entre as atividades obtidas no substrato p-nitrofenil palmitato
e no p-nitrofenil laurato € bem maior na cepa Y. lipolytica IMUFRJ 50682. Isto implica
dizer que em aplicagbes diretas do extrato na catalise de reagdes cujos substratos
possuam cadeias longas, o extrato de lipases Y. lipolytica IMUFRJ 50682 € mais

recomendado. Ja quando forem substratos misto, se o interesse ndo for uma
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hidrolise seletiva, o extrato de lipase de Yarrowia lipolytica isolada no México sera
mais eficiente. Como ja foi reportado, até 8 tipos de lipase ja foram identificados a
partir de diferentes cepas de Yarrowia lipolytica. Logo, a diferenga entre estes
extratos brutos refletem diretamente na proporgao de lipases nele existente (quando

possuir mais de uma) e no tipo de lipase que esta sendo expressa.
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Figura 6.13 — Afinidade do extrato bruto de lipase de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 e
Mexicana a p-nitrofenil butirato (pNFB), p-nitrofenil laurato (pNFL) e p-nitrofenil
palmitato (opNFP). Reagao de hidrélise em pH 7,0 e 28°C.

6.2.6 Efeito de aditivos na atividade da lipase

Os efeitos de alguns sais metalicos, solventes ou inibidores de protease na
atividade de LYL foram investigados (Figura 6.14). Uma analise dos resultados
mostra que apenas CaCl, e PMSF nao causaram reducéao significativa nos valores
de atividade. Embora 20% da atividade inicial do extrato bruto de Y. lipolytica tenha
sido inibida na presenga de TmM de EDTA, as lipases presentes neste extrato néo
requerem qualquer dos ions analisados, nas concentracbes estudadas, para
expressar sua atividade catalitica maxima. Yu et al. (2007) observaram atividade
relativa similar para YlILip2 apos contato com etanol (88,6 + 2,00%) e CaCl, (108,5 £
2,3%), e valores proximos para MnCl; (95,7 + 6,1%) e EDTA (98,8 = 1,2). Fazendo
um paralelo com a CALB, estudada no item 6.1.4, resultados distintos foram
observados principalmente para o glicerol, etanol e PMSF. O extrato de lipase de Y.

lipolytica mostrou menor inibigdo ao etanol e PMSF do que a CALB, contudo, maior
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inibicdo foi observada na presenca de glicerol. Tais diferencas sdo consequéncia
das distingdes entre os sitios ativos dessas lipases. Baixa inibicdo a solventes como
etanol e hexano, observada para o extrato de lipase de Y. lipolytica, sao
caracteristicas importantes para lipases com potencial para aplicacdo em sinteses.
Ja a inibicdo provocada pelo glicerol pode dar indicio de que este extrato néo

possua bons rendimentos em aplicagées como obtencao de biodiesel.
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Figura 6.14 — Efeito de compostos quimicos na atividade de extrato bruto de lipase
de Y. lipolytica.

6.2.7 Efeito de detergentes na atividade do extrato de lipase

A adicao de pequenas concentragdes de detergente (em muitos casos abaixo
da concentragdo micelar critica — CMC) tem reportado um aumento de atividade em
muitas lipases livres e imobilizadas (FERNANDEZ-LORENTE et al.,2007b). Neste
contexto, a presenga de detergentes no meio reacional foi avaliada quanto a sua
influéncia sobre o potencial catalitico dos extratos de lipases de Y. lipolytica IMUFRJ
50682 e Mexicana em reagdes de hidrolise utilizando p-nitrofenil butirato (pNFB), p-
nitrofenil laurato (pNFL) e pnitrofenil palmitato (oPNFP) como substrato (Figura 6.15).
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Figura 6.15 — Efeito de detergentes na atividade de extrato bruto de lipase de Y.
lipolytica utilizando p-nitrofenil butirato (pNFB), p-nitrofenil laurato (pNFL) e pnitrofenil
palmitato (oNFP) como substrato.

Para o extrato de Y. lipolytica IMUFRJ 50682, o uso de triton-x 100 a 0,0005%
promoveu uma hiperativacdo nas atividades em pNFB e pNFL. As mudancas
conformacionais promovidas nesta condicdo, contudo, reduziram o potencial
catalitico para o pNFP. Concentragcbes maiores promoveram inibicdo. Ja o extrato de
Y. lipolytica Mexicana apresentou hiperativacdo a 0,0005% e 0,001% de triton x-100
para o pNFL e pNFP, respectivamente, sofrendo inativacdo a concentragcdes
maiores. Embora com perfis distintos, ambos os extratos apontam o uso do triton x-
100 a baixas concentracbes como um potencial aditivo para lipases de Y. lipolytica
quando aplicadas na hidrolise de substratos de cadeia curtas e média. Ja o uso de
CTAB (brometo de cetil trimetil amdnio) no meio reacional de hidrélise resultou em
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inibicdo completa ou parcial, independente da concentragéo utilizada, nos extratos
de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 e Mexicana.

Esteres de sacarose tém sido amplamente estudados como emulsificantes e
estabilizantes na industria de alimentos. O efeito da presenca do mesmo em meio
reacional subsidia o potencial de aplicagdo dos extratos de lipase de Y. lipolytica em
reacdes de sintese. Na Figura 6.15 observou-se que o uso de laurato de sacarose a
0,0005% na hidrélise de pNFL apresentou elevada hiperativagdo no potencial
catalitico do extrato de Y. lipolytica Mexicana. Enquanto que para o extrato de Y.
lipolytica IMUFRJ 50682, apenas uma leve hiperativagdo foi observada nesta
concentracédo, sendo observada inativagdo a concentragdes maiores para ambas as

enzimas.

6.2.8 Influéncia da adicao de inibidor de protease no extrato enziméatico

A presenca destas proteases no extrato bruto de lipase obtido através do
cultivo de Yarrowia lipolytica, reportado também em outros trabalhos (PEREIRA-
MEIRELLES et al., 1997; BARTH e GAILLARDIN, 1997; ALONSO et al., 2005),
levou ao uso de PMSF como agente inibidor. Contudo, apesar da adicdo de PMSF,
em ensaios pré-liminares, diferencas de atividade enzimatica e de estabilidade de
alguns extratos obtidos provocaram questionamentos sobre a presenga de
proteases nativas mesmo com a adicdo de PMSF. Testes de atividade proteasica
apo6s adicao de PMSF confirmaram a presenca destas enzimas, o que impulsionou a

realizagcao dos estudos que se seguem.

6.2.8.1 — Efeito da concentragao de lipase

Uma vez que extratos enzimaticos com diferentes graus de atividades podem
ser obtidos, buscou-se entender a relacdo entre concentragao de lipase e protease
no meio, bem como as implicancias desta relagdo nos percentuais de desativacao
da protease. Para tanto, estudaram-se diferentes condicbes operacionais de
fermentagdo objetivando a producdo de extratos com diferentes concentragcbes de
lipase. E valido ressaltar que os extratos foram coletados no pico de producdo

maxima de lipase.

A Tabela 6.3 mostra as atividades hidroliticas de lipases e proteases

presentes nos extratos brutos obtidos sob diferentes condi¢gdes, com ou sem a
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presenca de PMSF. Os indices A e P foram utilizados para representar a auséncia

ou presenca de PMSF.

Tabela 6.3 — Valores de atividade de lipase e protease em estudo de inibicdo com 1
mM de PMSF para extratos com diferentes concentragdes iniciais de

lipase.
. Atividade de Lipase Atividade de Protease
Amostras
U/L % U/mL %
1A 60,6 + 1,3 100,0 + 2,1 0,802 + 0,032 100,0 £ 4,0
1P 6,8+1,3 11,2+ 2,1 0,405 + 0,020 50,6 +4,9
2A 118,8 £ 13,5 100,0+ 11,4 0,930 + 0,025 100,0 £ 2,7
2P 26,2+5,3 22,1+53 0,365 £ 0,035 39,2+9,6
3A 1749,0 £ 189,5 100,0+10,8 0,898 + 0,049 100,0 £ 5,5
3P 1967,0+123,8 1125+7,1 0,221 + 0,010 246 +1,1

*A amostra 1 é proveniente de um ensaio sem a presenca de carreador de oxigénio, em mesa
agitadora a 250 rpm; a amostra 2, foi obtida de um ensaio com a presenga de carreador, em mesa
agitadora a 250 rpm; e a amostra 3, foi obtida em biorreator de 2L com carreador de oxigénio
(AMARAL, 2007). Os indices A e P representam auséncia e presenca de PMSF no extrato.

A analise das atividades de lipase e protease das trés amostras estudadas
mostrou que, independente das condi¢gdes de producdo do extrato, embora os
valores de atividade de lipase aumentem, os valores de atividade de protease
obtidos sdo aproximadamente iguais. Para as amostras 1 e 2, que apresentam
atividade inicial de 60 e 118 U/L respectivamente, observa-se que a presencga de
PMSF reduziu bastante a atividade da lipase (entre 80 e 90%) e levou a uma queda
de cerca de 50% da atividade de protease. Ja nos estudos em biorreator, onde a
atividade de lipase obtida foi alta, a percentagem de protease inibida foi bem maior
(cerca de 75%).

HERNANDEZ-MONTANEZ et al. (2007) estudaram a producéo de protease
em meio a pH 7, favorecendo a producado de proteases alcalinas. Eles observaram
atividades de carboxipeptidases, aminopeptidases e dipeptidil peptidases no extrato
bruto obtido, e verificaram que a presenca delas esta intimamente relacionada com
as condicdes de producgao. Além disso, quando eles avaliaram o efeito de diferentes

inibidores nas atividades proteoliticas identificadas, observaram que o uso do PMSF
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a 1 mM inibia apenas a atividade de carboxipeptidases, mantendo 35,8 % da
atividade de dipeptidil peptidases e 68,5 % da atividade de aminopeptidases. Frente
a estas informacdes e aos dados presentes na Tabela 6.3, supbe-se que as
diferentes condi¢des utilizadas tenham levado a produgao de proteases distintas, o
que justificaria a variagdo do percentual de proteases inibidas. O PMSF é um
composto capaz de inibir serina-proteases e algumas cisteina-proteases. Logo, em
condi¢cbes de baixa concentracdo de proteases sensiveis ao PMSF, o excesso de
PMSF no meio tenderia a atuar sobre as lipases, provocando também uma inibicdo
destas. O que seria possivel haja vista a presenga de serina no sitio ativo de lipases.
Neste estudo, a presenca de atividade de proteases especificas nao foi avaliada,
haja vista que o substrato utilizado para determinar a atividade foi azocaseina — que
€ bastante utilizado para determinacdo de atividade total por ser hidrolisado por
diferentes tipos de proteases (GARCIA et al., 2003).

Com bases nestes resultados, estima-se que as alteragdes ocorridas durante
os experimentos iniciais onde foram observadas baixas atividades e estabilidades de
lipase, também tenham promovido alteragcdes semelhantes nos diferentes tipos de
protease produzidos. Além disso, pela Tabela 6.3, mesmo sem inibicdo completa
das proteases, observou-se que as condigcdes de obtencdo da amostra 3 sao as
mais favoraveis para obtengdo do extrato de Yarrowia lipolytica a ser utilizado

durante o presente estudo.

6.2.8.2 Efeito da concentracdo de Fluoreto de Fenil Metil Sulfonil (PMSF) e
dimetilsulféxido (DMSO)

Objetivando a formulagdo mais adequada para adigdo de PMSF no extrato
bruto de lipase visando maxima inibicdo das proteases presentes no meio com o
minimo de perda de atividade de lipase, estudou-se, através de um planejamento
fatorial 2%, a influéncia das concentracdes de PMSF (X1) e DMSO (X») nas atividades
de lipase (R1) e de protease (Ry). O extrato utilizado para este estudo foi 0 mesmo
obtido no item 6.2.8.1 para a amostra 3: 1749,0 + 189,5 U/L.

A Tabela 6.4 mostra os resultados do planejamento fatorial 2°. Medidas de
atividade de lipase e de protease foram realizadas num branco, amostra de extrato
bruto de lipase de Y. lipolytica utilizada neste trabalho, e seus valores médios
definidos como 100%. Valores médios das variaveis respostas encontram-se em

percentual relativo ao branco. Os valores das variaveis resposta atividade de lipase

116



Capitulo 6 — Caracterizacéo das Lipases Utilizadas

e atividade de protease variaram de 109,7% a 73,6%, e de 91,6% a 21,6%,
respectivamente, nas condigdes estudadas para os 11 experimentos. Ressalta-se
ainda que a diferenga entre os pontos de maximo e minimo é bem maior do que a
variagao do valor do rendimento de reacao para as condi¢cdes do ponto central, onde
se estuda a reprodutibilidade do experimento (A= 3,7% e 4,4%, para Ry e Ry,
respectivamente), indicando que as variagdes observadas para os diferentes ensaios

do planejamento sédo decorrentes das diferentes condicées do meio reacional.

Tabela 6.4 — Matriz do planejamento fatorial com os valores codificados e reais e
com os valores das variaveis respostas.

Ensaios PMSE DMSO PMSF DMSO Atividade de Atividade de

(mM) (mL) Lipase (%) Protease (%)
1 -1 -1 0,41 0,1 105,6 91,6
2 +1 -1 2,05 0,1 95,0 22,3
3 -1 +1 0,41 0,58 92,8 34,7
4 +1 +1 2,05 0,58 109,7 27,7
5 0 -1,41 1,23 0,00 90,1 25,7
6 0 1,41 1,23 0,68 93,9 24,6
7 -1,41 0 0 0,34 88,2 86,9
8 1,41 0 2,46 0,34 96,2 33,1
9 0 0 1,23 0,34 77,3 25,0
10 0 0 1,23 0,34 73,6 26,0
11 0 0 1,23 0,34 73,6 21,6
Branco - - 0,00 0,00 100,0 100,0

A maior atividade de lipase (109,7%) foi observada no ensaio numero 4
enquanto que a menor atividade de lipase foi 73,6%, no ensaio 11. Para a atividade
de protease, os ensaios que proporcionaram maior (91,6%) e menor atividade
(21,6%) foram 1 e 11, respectivamente. Através do resultado do ensaio 7, pdde-se
observar que o DMSO inibe parte da atividade de protease. Ja o resultado do ensaio
5 mostra que a adicdo de uma massa conhecida de PMSF de forma a obter uma

concentracéo de 1,23 mM no extrato enzimatico, mesmo sem DMSO (utilizado como
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solvente), mostrou valores de inibicao similares aos observados com a presencga de

DMSO.

Utilizando o programa Statistica versao 7.0, empregou-se a técnica da Analise

de Variancia (ANOVA) nos resultados a fim de se determinar quais os modelos

seriam adequados de forma a obter o melhor ajuste aos dados experimentais frente

as variaveis respostas. As Tabelas 6.5 e 6.6 mostram os efeitos das variaveis

estudadas, calculados considerando diferentes tipos de interagdo entre as variaveis

para a atividade de lipase e atividade de protease.

Tabela 6.5 — Efeitos estimados, desvio padrao e teste-t Student calculados para o
planejamento fatorial 2% tendo como resposta atividade de lipase.

Fatores Efeitos Erro Padréo T(2) p-valor
Média 74,8 1,2 60,7 0,000272
PMSF (X4) L 4.4 1,5 2,9 0,100835
PMSF (X1) Q 21,7 1,8 12,1 0,006801
DMSO (X2) L 1,8 1,5 1,2 0,351785
DMSO (Xz) Q 21,5 1,8 12,0 0,006914
X4/X2 13,7 2,1 6,4 0,023297

Tabela 6.6 — Efeitos estimados, desvio padrao e teste-t Student calculados para o

planejamento fatorial 2% tendo como resposta atividade de protease.

Fatores Efeitos Erro Padréo T(2) p-valor
Média 24,2 1,3 18,2 0,003014
PMSF (X4) L -38,1 1,6 -23,3 0,001828
PMSF (X4) Q 36,5 1,9 18,8 0,002809
DMSO (Xp) L -13,3 1,6 -8,1 0,014785
DMSO (Xz) Q 1,7 1,9 0,9 0,473527
X4/Xa 31,1 2,3 13,5 0,005438

118



Capitulo 6 — Caracterizacéo das Lipases Utilizadas

Analisando os efeitos para a atividade de lipase (Tabela 6.5), observou-se
que tanto para o efeito quadratico da variavel X4 quanto da X, os efeitos positivos
foram significativos (a= 95%) sobre a variavel de resposta. Um aumento na interag&o
X1/Xz também mostrou um efeito positivo estatisticamente significativo. Contudo, os
efeitos lineares de X; e Xz ndo apresentaram efeito significativo. Como observado no
item anterior, 6.2.8.1, para extratos de alta concentracado de lipase de Y. lipolytica
(749,0 £ 189,5 U/L), a presenca de PMSF dissolvido em DMSO néo influenciou
significativamente os valores da atividade de lipase. Embora concentragdes de 50%
de DMSO tenham sido reportados como inibidores de atividade de lipase (YU et al.,
2007; SONG et al., 2006), a adicao de concentragdes até 20% (v/v) de DMSO ao
extrato enzimatico de lipase de Y. lipolytica ndo influenciou a atividade desta enzima
(YU et al, 2007). Como a concentragdo maxima de DMSO estudada neste
planejamento foi de 7% (v/v), era de se esperar que a presenga de DMSO nao
apresentasse influéncia significativa. Considerando que o DMSO ¢ utilizado apenas
como solvente do PMSF, o fato dele nao influenciar na atividade da lipase ¢é indicio

deste ser um bom solvente a ser escolhido.

Quanto a variavel resposta atividade de protease, observou-se que apenas o
efeito quadratico da quantidade de DMSO nao apresentou efeito significativo. O
efeito linear das duas variaveis independentes estudadas foi negativo para a
atividade de protease, o que implica que o aumento da concentragao tanto de PMSF
quanto de DMSO inibe as proteases presentes no meio. No item 6.2.8.1, levantou-se
a suposicdo de que o extrato bruto estudado pudesse conter atividade de
carboxipeptidases, dipeptidil peptidases e de aminopeptidases. Estudos de inibicdo
de proteases com PMSF mostram que a inibicdo completa da atividade de
carboxipeptidases utilizando apenas 1 mM (HERNANDEZ-MONTANEZ et al., 2007).
O tratamento de extratos com concentragcdes maiores de PMSF, embora nao tenha
mais influéncia sobre a atividade de carboxipeptidases (haja vista que a mesma se
tornam totalmente inativa a 1 mM) apresentou uma maior redugao de atividades de
dipeptidil peptidases e de aminopeptidases. Assim, considerando que foram
avaliadas concentracdes entre 0 e 2 mM de PMSF, esperava-se que com 0 aumento
da sua concentracdo no meio, acarretasse em uma reducido ainda maior da

atividade das proteases. Contudo, observaram-se variagbes muito pequenas,
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mostrando um efeito constante. Isto mais uma vez denota a presenca das outras

proteases que nao sao inibidas pelo PMSF.

Através do estudo da influéncia da concentracdo de DMSO e PMSF nas
atividades de lipase e protease, pode-se identificar que dentre as condicbes
estudadas, aquela que resultou numa maior inibicdo de protease sem perda
significativa na atividade de lipase foi o ensaio 2, quando o extrato bruto foi tratado
com PMSF a 2 mM e 0,1 mL de DMSO. Contudo, as condi¢cbdes atualmente em uso,
PMSF a 1 mM e 1 mL de DMSO, mostraram valores de atividade de lipase e
protease apos o tratamento (112,5 + 7,1% e 24,6 + 1,1%) bastante similares aos
observados no ensaio 95,0% e 22,3% para lipase e protease, respectivamente.
Considerando a presencga de, aproximadamente, 25% das proteases ainda ativas, a
purificacdo ou o uso de outro inibidor mostra-se necessario para o emprego desse

extrato em sistemas reacionais e/ou em alguns processos de imobilizagao.

6.3 CONCLUSOES DO CAPITULO 6

Com base nos resultados de caracterizacdo das lipases com as quais
trabalhou-se nesta tese (lipase B de C. antarctica e extrato bruto rico em lipase de Y.
lipolytica), tem-se que:

v" A lipase B de Candida antarctica (CALB) é uma lipase alcalina apresentando

pH 6timo a 9,2 na hidrdlise de p-nitrofenil laurato e bastante estavel a pHs 5, 7

e 9. E de forma distinta a muitas enzimas, a CALB apresentou uma faixa

otima de temperatura (28 a 35°C) na hidrdlise de p-nitrofenil laurato, sendo

também bastante estavel nessa faixa de temperatura;

v O efeito de aditivos na atividade da CALB mostrou que a mesma ndo é uma
metaloproteina e evidenciou sua nao inibigao pela presenca de glicerol, o que
contribui para o grande numero de publicagdes utilizando esta enzima

imobilizada na obtencao de biodiesel;

v" Na faixa de pH estudada, 7 a 10, o extrato bruto rico em lipases de Yarrowia
lipolytica IMUFRJ 50682 apresentou uma atividade maxima em pH 7, o qual
também proporcionou maior estabilidade. A estabilidade em pH alcalino foi
inferior a 2 horas, o que implica dizer que as lipases presentes nesse extrato
nao podem ser estudadas por técnicas de imobilizacdo covalente mais

comumente usadas;
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v' O extrato utilizado neste trabalho ndo possui quantidades significativas de
lipases semelhantes a YILip7 ou YILip8 porque estas isoenzimas apresentam
alta estabilidade e s&o capazes de reter 85% da atividade inicial apés 3 horas
incubadas a 65°C (SONG et al., 2006). Contudo, é capaz de possuir lipases
parecidas com YILip2, pois, embora o extrato de LYL aqui avaliado tenha se
revelado um pouco mais estavel, apresentam valores de pH e temperatura
otimos similares (ALOULOU et al., 2007; YU et al., 2007);

v' O extrato de lipase de Y. lipolytica estudado mostrou menor inibigdo ao etanol
e PMSF do que a CALB, contudo, maior inibicao foi observada na presenca
de (glicerol. Baixa inibicdo a solventes como etanol e hexano sé&o
caracteristicas importantes para lipases com potencial para aplicagdo em
sinteses. Ja a inibigdo provocada pelo glicerol pode dar indicio de que este
extrato ndo possua bons rendimentos em aplicagdes como obtencdo de

biodiesel;

v O PMSF nao se mostrou eficiente na inibigdo total das proteases presentes
no extrato utilizado (24% de atividade retida de protease apds tratamento com
PMSF a 1 mM em 1 mL de DMSO), fazendo-se necessaria a purificagdo ou o
uso de outro inibidor para o emprego desse extrato em sistemas reacionais

e/ou em alguns processos de imobilizagéo;
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7 PURIFICACAO DO EXTRATO BRUTO DE LIPASE DE
Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

7.1 PRE-PURIFICACAO COM PRECIPITACAO

7.1.1 Precipitacdo com Sulfato de Amonio

Testes de precipitagdo com sulfato de amébnio, acetona e etanol foram
realizados objetivando uma pré-purificagao. Ao utilizar-se o sulfato de ambdnio como
agente precipitante, observou-se que n&o houve formac&do de precipitado em
nenhuma das concentracdes testadas. Apenas a formacdo de uma camada branca
superficial foi observada a 50 e 75% de saturagdo. A Tabela 7.1 mostra as
atividades especificas tanto do extrato bruto, quanto das fracbes brancas obtidas.
Verifica-se que a atividade lipolitica especifica aumentou nas fragcdes brancas
formadas, enquanto que a atividade especifica da protease diminuiu. De forma
semelhante ao sulfato de amdnio, nos ensaios realizados com acetona ou etanol

nao houve formacao de precipitado nem de qualquer fragao branca superficial.

Tabela 7.1 — Medidas de atividade especifica de lipase e protease nos estudos de
precipitacdo com sulfato de aménio.

Lipase Protease
Amostra
(Ulg) (U/mg)
Extrato Bruto 0,89 0,11
50 % de saturacao 0,56 0,07
75 % de saturacao 0,64 0,06
Fracao branca 50 % 0,95 0,07
Fragcao branca 75 % 1,02 0,06

Tais resultados s6 seriam esperados em extratos com baixa concentragao de
proteina, haja vista que a elevada dispersao destas no meio dificulta o processo de
agregacao das moléculas (SCOPES, 1988). Embora a concentragdo do extrato
utilizado esteja dentro da faixa habitualmente utilizada nos processos de purificagao,
estudos de dialise contra o ar foram realizados a fim de concentrar as proteinas no

extrato.
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7.1.2 Didlise Contra o Ar

A Tabela 7.2 mostra os resultados obtidos na dialise contra o ar. Embora se
tenha observado uma perda na atividade especifica da lipase, observou-se um

aumento de 2,6 vezes na concentragao de proteina.

Tabela 7.2 — Medidas de atividade especifica de lipase e protease e teor de proteina
nos estudos de dialise contra o ar.

Lipase Protease Proteina
Extrato
(U/g) (U/mg) (mg/mL)
Bruto 378,91 0,10 512
Dialisado 278,24 0,17 13,15

Apods a dialise, foram realizados testes de precipitacdo com sulfato de aménio
em saturacéo de 50% com o extrato dialisado (Tabela 7.3). Observou-se a formagéao

de um precipitado instavel com elevada atividade especifica de lipase.

Tabela 7.3 — Medidas de atividade especifica de lipase e protease e teor de proteina
nos estudos de precipitacdo com sulfato de amdnio apds dialise contra

o ar.
Lipase Protease Proteina
Amostra
(U/g) (U/mg) (mg/mL)
Dialisado 278,24 0,175 13,15
Sobrenadante 143,04 0,07 8,96
Precipitado 2007,94 0,08 2,32

AMARAL et al. (2006b) reportaram que esta cepa de levedura Y. lipolytica
IMUFRJ 50682 é capaz de produzir biosufactantes em condi¢cbes especificas. A
determinacdo do indice de emulsificacdo do extrato estudado (65,5%) confirmou a
presenca de biosufactante no extrato. A presenca deste no meio pode influenciar na
agregacao das proteinas, impedindo que as mesmas formem agregados estaveis.
Desta forma, o emprego da precipitagdo como etapa de pré-purificagdo se torna

inviavel.
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Nos estudos de separacao de proteinas por sistemas bifasicos, em geral, ndo
se faz uso de etapas de pré-purificagdo, exceto em alguns casos onde os autores
utilizam métodos para clarificagdo do extrato e remocédo de algumas impurezas.
Assim, visando esta facilidade e os beneficios trazidos por esta técnica, estudou-se
a aplicabilidade deste método para a separagao da lipase de Y. lipolytica IMUFRJ

50682 obtida em reator multifasico.
7.2 PURIFICAQAO PARCIAL COM SISTEMA PEG-FOSFATO

7.2.1 Ensaios Preliminares

A Figura 7.1 mostra a influéncia da concentragdo de PEG na particdo de
lipase de Y. lipolytica em sistema PEG-Fosfato. Na faixa estudada, o comportamento
da lipase mostrou-se pouco influenciado pela variagdo da concentragdo de PEG
4000. Um aumento mais expressivo s foi observado quando se utilizou 18% (p/p)
de PEG. Sabe-se que a afinidade de enzimas a PEGs de baixo peso molecular,
como o PEG 4000, esta diretamente relacionado ao seu carater hidrofébico
(BASSANI et al., 2007). Uma vez que as lipases sdo proteinas com caracteristicas
mais hidrofébicas que as demais hidrolases, estima-se que o comportamento
observado deve-se a pequena faixa de concentracdo de PEG estudada. Portanto,

estudos com concentragdes maiores de PEG devem ser realizados.

Em contrapartida, os estudos da influéncia da concentragdo de fosfato de
potassio no fendmeno de particdo (Figura 7.2) mostraram um aumento consideravel
da concentragao de lipase na fase topo, principalmente a 20% (p/p). O valor de
particdo encontrado, K = 23, é semelhante aqueles obtidos por Gulati et al. (2000)
em sistema PEG 6000 (50%, p/p) e fosfato (20%, p/p).

No que se refere a particido das proteinas totais, observou-se que as mesmas
nao sao influenciadas pela variagdo da concentragdo de PEG nem de fosfato, nas
faixas de concentracado estudadas (Figuras 7.1 e 7.2). Desta forma, pode-se dizer
que nestes casos quanto maior a particdo, maior a atividade especifica de lipase na
fase topo. Com base nestes resultados, o sistema PEG 4000 (18%, p/p) — Fosfato

(20%, p/p) foi selecionado para estudos de variacéo de pH.
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Figura 7.1 — Efeito da concentragdo de PEG 4000 na particao de lipase de Y.
lipolytica (K) e de proteinas totais (Kp) em sistema aquoso bifasico PEG 4000 —
Fosfato (14%, p/p).
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Figura 7.2 — Efeito da concentragao de fosfato de potassio na particao de lipase de
Y. lipolytica (K) e de proteinas totais (Kp) em sistema aquoso bifasico PEG 4000
(12%, p/p) — Fosfato.
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Em paralelo, uma preocupagao no processo de separagao de lipase de Y.
lipolytica a partir de extrato bruto obtido em reator multifasico é a elevada atividade
de protease no meio. Durante os estudos de particdo, acompanhou-se também a
atividade de protease em cada fase. Na fase rica em fosfato, a atividade desta
enzima foi, em maioria, nula. Contudo, conforme mostra a Figura 7.3, na fase topo, a
presenca da mesma foi observada. Assim como para a lipase, na concentragao de
18% (p/p) de PEG e 20% (p/p) de fosfato foram encontradas as maiores atividade

proteasicas, dando indicios de um aumento na particdo desta enzima nestas

condigdes.
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Figura 7.3 — Efeito da concentracdo de PEG 4000 e fosfato de potassio na atividade
especifica de protease na fase topo do sistema aquoso bifasico.

7.2.2 Influéncia do pH na Particdo das Enzimas

A Figura 7.4 mostra a dependéncia do coeficiente de particdo de lipase e
proteina total ao pH da solucido no sistema PEG-Fosfato. Em baixos valores de pH
(4-6), a lipase ficou particionada preferencialmente na fase rica em fosfato (base).

Tal fendbmeno também foi observado em processos de purificagdo em sistemas
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bifasico PEG-Fosfato de lipase de Aspergillus terreus (GULATI et al., 2000) e lipase
pancreatica (BASSANI et al., 2007).

Apesar de um valor maximo de K ter sido observado em pH 7,5, em pH 8
observou-se uma queda no valor do coeficiente de particdo desta enzima. Esta
queda do coeficiente de particao em valores de pH maiores que o ponto isoelétrico
€, geralmente, caracteristico de PEG de peso molecular maiores como PEG 6000 e
PEG 8000, onde as barreiras estéricas sdo maiores (BASSANI et al., 2007). Como o
PEG utilizado tem peso molecular menor e observou-se também um aumento na
particdo das proteinas totais, € possivel que neste pH alguns contaminantes, ao se

deslocarem para o topo, tenham interferido na particdo da lipase estudada.
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Figura 7.4 — Efeito do pH do sistema na particao de lipase de Y. lipolytica (K) e de
proteinas totais (Kp) em sistema aquoso bifasico PEG 4000 (18%, p/p) — Fosfato
(20%, p/p).

No que se refere a atividade de protease, como mostra a Figura 7.5, maiores
atividades especificas foram observadas entre pH 6 e 7,5, podendo indicar que o

ponto isoelétrico das proteases produzidas durante o cultivo de Y. lipolytica seja
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menor que 6. Em pH 8, também se observou uma menor atividade especifica de

protease na fase topo, embora nao se tenha observado atividade na fase base.
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Figura 7.5 — Efeito do pH na atividade de protease na fase topo do sistema aquoso
bifasico PEG 4000 (18%, p/p) — Fosfato (20%, p/p).

7.2.3 Efeito da linha de amarracdo e da massa molecular do PEG

Embora se tenha encontrado sistemas com particdo igual a 20 vezes pra
lipase na fase topo no item 7.2.1, em todos os sistemas a atividade de protease na
fase topo era maior. Desta forma, visando a obtengdo de um sistema onde a fase
concentrada de lipase seja distinta da fase concentrada de protease, diferentes
sistemas PEG-Fosfato foram avaliados com base em diferentes linhas de amarragao
do diagrama de fase PEG-Fosfato. Para tanto, foram usados sistemas de PEG 4000
e 8000, a pH 7. A escolha de manter pH 7 nos estudos ao invés de pH 7,5 foi devido
a estabilidade da enzima neste pH ser bastante elevada frente aos demais (vide item

6.2.1.2), evitando assim falsos resultados por desnaturagao.

A Figura 7.6 apresenta o efeito de diferentes linhas de amarragdo no
equilibrio lipase/protease para o sistema PEG 4000/Fosfato. O perfil de particao foi

independe da linha de amarracdo, ndo havendo qualquer semelhangca no
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comportamentos do sistema com o aumento do volume na fase topo. No sistema A1
observou-se alta diferenca entre a particao de protease e lipase, embora sob estas
condicdes, tenha sido observado baixo fator de purificagcdo de lipase para a fase
topo (1,5). D3 também apresentou particdo oposta para as enzimas, contudo, em
niveis mais baixos de purificagdo. Para os demais sistemas, a particao de lipase e
protease foram direcionadas para a fase topo. Dentre os sistemas onde se observou
particdo de lipase e protease para a mesma fase, o sistema C1 foi o que apresentou
maior coeficiente de particdo. O fator de purificagdo desse sistema também foi o

maior encontrado dentre os sistemas aqui estudados, 7.
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Figura 7.6 — Particao de lipase, protease e proteina em diferentes linhas de
amarracgao do sistema PEG 4000 / Fosfato a pH 7.

O efeito de diferentes linhas de amarracao no equilibrio lipase/protease para o
sistema PEG 8000/Fosfato também foi estudado. O perfil de particdo, assim como
para o PEG 4000, foi independe da linha de amarragdo, nado havendo qualquer
semelhanga no comportamentos do sistema com o aumento do volume na fase topo.
Em A3 observou-se alta diferenca entre a particao de protease e lipase e um fator de

purificacdo pra lipase de 4,2. Ja no sistema B2, apesar do coeficiente de particdo
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positivo na fase topo para protease (Log K = 0,75), este foi menor do que o obtido
para o sistema C1 do PEG 4000 (Log K = 3).
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Figura 7.7 — Particao de lipase, protease e proteina em diferentes linhas de
amarracgao do sistema PEG 8000 / Fosfato a pH 7.

Fazendo uma comparacéao entre os sistemas obtidos com PEG 4000 e 8000,
observou-se que penas trés sistemas apresentaram particbes de lipase e protease
para fases opostas num mesmo sistema: 14,46% (p/p) de Fosfato e 4,35% (p/p) de
PEG 4000; 14,23% (p/p) de Fosfato e 1,07% (p/p) de PEG 8000; e 4,23% (p/p)
Fosfato e 27,14% (p/p) de PEG 8000. A escolha de qual sistema utilizar dependera
da aplicacédo ao qual o mesmo se destina. O sistema A1 de PEG 4000, por exemplo,
pode ser utilizado em aplicagdes diretas onde a presenga de PEG ndo seja um
interferente e onde a presenca de protease necessite ser minima ou inexistente. E
em situacbes onde a presenca de sal ou PEG sejam um interferente, o uso do
sistema 4,23% (p/p) Fosfato e 27,14% (p/p) de PEG 8000 é mais indicado haja vista
a baixa concentracdo de PEG na fase base e a facil remocado de sal apenas com

didlise. Ja visando um grau de pureza maior na fracdo enzimatica, C1 de
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PEG4000/Fosfato € o mais indicado por possuir maior coeficiente de particao e
maior fator de purificacdo. O fator de purificagdo obtido para C1 de
PEG4000/Fosfato foi um pouco maior do que alguns obtidos em sistema bifasico
(BASSANI et al., 2007), contudo mais baixo do que o reportado por Ooi et al. (2009),

que obtiveram, em sistema bifasico Alcool/Sal um fator de purificagéo de 13,5.

7.3 PURIFICACAO POR IMOBILIZACAO DIRETA

Sabe-se que processos com muitas etapas de purificagdo, embora leve a
fatores de purificacbes elevados, possuem baixo rendimento e custo elevado. Neste
sentido, testou-se, em paralelo a purificacdo parcial via sistema bifasico, a
purificacdo direta por imobilizagdo. Esta, além da vantagem de ser um processo de
etapas reduzidas, pode ser uma forma de obtengdo direta do biocatalisador

imobilizado.

7.3.1 Imobilizacao por Interacdo Hidrofébica

Considerando que as lipases possuem grande afinidade por suportes
hidrofébicos, testou-se a imobilizagcdo de lipases presentes no extrato bruto de Y.
lipolytica IMUFRJ 50682 em suportes com diferentes for¢as de hidrofobicidade.

7.3.1.1 Imobilizagao em octil-agarose

Para imobilizagdo por adsor¢do em octil-agarose, uma solugdo de extrato
bruto diluido (1.170U/L) a pH 7 foi utilizada. Ap6és 1 h de adsorgdo observou-se
100% de rendimento de imobilizagao, contudo, o derivado apresentou apenas 476
U/kg e uma atividade recuperada de 28,5%. A baixa atividade recuperada deve-se
provavelmente a uma forte interacdo da enzima ao suporte (provocando deformagao
no sitio ativo) ou imobilizagdo de forma a promover impedimento estérico. O
rendimento de imobilizagao neste trabalho foi maior do que o reportado por Cunha et
al. (2008) durante a imobilizacdo de lipase Lip2 de Y. lipolytica em octil-agarose
(70%).

A coluna 2 da Figura 7.8 mostra o perfil das proteinas imobilizadas no
derivado de octil-agarose. Baseado na literatura, esperava-se encontrar apenas
bandas imobilizadas préoximo a 40 kDa, valor da massa molecular das lipases
reportadas para Y. lipolytica. Contudo, outras bandas também foram observadas

podendo ser outras proteinas secretadas pela levedura, como protease. A
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imobilizacdo de outras bandas, além da banda de interesse, em imobilizagdes a
partir de extrato bruto de lipase em octil-agarose também foi recentemente reportado
(VOLPATO, 2009).

Testes de dessorgao com diferentes concentracdes de triton x — 100 e laurato
de sacarose foram realizados, visando uma separacao fracionada das bandas. A
maioria delas saiu quando se utilizou 0,2% de triton x -100 ou laurato de sacarose
permanecendo apenas 4 bandas (Figura 7.8, coluna 3). Apdés o uso de 0,2 e 0,5 %
de triton x — 100 e 1,5 % de laurato de sacarose sequencialmente, conseguiu-se
eliminar apenas a banda de 43 kDa. Apesar de ter sido observado um maior
clareamento nas bandas, a atividade das lipases dessorvida n&o pdde ser
quantificada haja vista que a concentragdo de detergente encontrava-se em valores

que promovem a inibi¢cdo das lipases de Y. lipolytica (item 6.2.7).

94 kDa

67 kDa
—»

43 kDa
—

30 kDa

201 kDa
—

14 4 kDa

Figura 7.8 — Eletroforese dos derivados obtidos apds imobilizagao e dessorgao de
lipase de Y. lipolytica em octil-agarose. (1) Marcador de proteina; (2) Derivado obtido
a partir da imobilizagao de extrato de Y. lipolytica em octil-agarose; (3) Derivado (2)
apos dessorgao sequencial com 0,2 e 0,5% (v/v) de triton x — 100; (4) Derivado (2)
apos dessor¢ao sequencial com 0,2, 0,5% (v/v)de triton x — 100 e laurato de
sacarose 1,5% (p/v); (5) Derivado obtido a partir da imobilizagéo de extrato de Y.
lipolytica em octil-agarose na presenca de 0,1% de triton x — 100.
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O uso de triton x — 100 como aditivo no processo de imobilizagao também foi
estudado utilizando uma solugdo de extrato diluido com 2.060 U/L. Apés 1h de
imobilizagdo, o rendimento de imobilizagdo aparente (haja vista a possibilidade de
parte das enzimas terem sido inativadas pelo detergente) foi de 98,7%. Todavia, o
derivado obtido apresentou apenas 224 U/kg, o que representou uma atividade
recuperada aparente de 1,1%. Este processo favoreceu a imobilizacdo de uma
banda acerca de 60 kDa (Figura 7.8, coluna 4), ndo tendo sido observada com
intensidade bandas caracteristicas das lipases reportadas para Y. lipolytica (entre 35
e 43 kDa).

Estes resultados levaram ao questionamento sobre a quantidade de lipases
existentes no presente extrato. Em testes preliminares aos estudos de purificagcao,
um zimograma deste extrato utilizando tributiina como substrato foi realizado e
observou-se apenas uma banda positiva (Figura 7.9). Contudo, apods estes
resultados de purificagdo, outro zimograma foi realizado utilizando a-naftil acetato
como substrato (Figura 7.10). Observou-se a presenga de 3 bandas ativas. A coluna
4 teve problemas do meio em seguida devido a uma rachadura na placa do gel. Esta
coluna, por ser uma banda de uma amostra concentrada obtida a partir da
dessorcao das lipases imobilizadas em octil, apresentou uma banda a mais na fase
superior de outra lipase cuja concentracdo no extrato deve ser reduzida frente as

outras duas observadas nas colunas 1, 2 e 3.

Como nao é possivel afirmar que as bandas visualizadas na Figura 7.10
fazem referéncia as 3 Ultimas bandas observadas, estudos que visem uma
separacao fracionada destas bandas devem ser realizados de forma a identifica-las
e caracteriza-las. A partir de octil-agarose, s6 foi possivel obter duas fragbes: uma
rica na banda entre 30 e 40 kDa (LYL1) e outra rica nas duas bandas préximas a 60
kDa (LYL2).
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Figura 7.9 — Zimograma de Figura 7.10 — Zimograma, utilizando a-naftil
extrato bruto de lipase de Y. acetato como substrato, do (1) extrato bruto de
lipolytica utilizando tributirina Y. lipolytica, (2) extrato bruto de Y. lipolytica
como substrato. (1) Controle com 1% (v/v) de triton x — 100, (3) extrato bruto

positivo de atividade — lipase B de de Y. lipolytica com 0,05% (p/v) de dodecil
Candida antarctica; (2) Extrato sulfato de sodio, (4) sobrenadante concentrado

bruto de Y. lipolytica; (3) em filtro milipore (10kDa) da dessorgao
Revelagado com prata de gel sequenciada com 0,1% de triton x — 100 e 1,5%
utilizado para obtencéo do item de laurato de sacarose do derivado obtido a
(2). partir da imobilizacdo de extrato de Y. lipolytica

em octil-agarose.

Visando conhecer um pouco as caracteristicas das lipases presentes nessas
fragcbes, as fragdes foram imobilizadas em CNBr-agarose, por ligagao unipontual, e
caracterizados quanto ao seu perfil de atividade diante de substratos de tamanhos
distintos. Os derivados obtidos foram comparados com outros derivados obtidos a
partir de enzimas comerciais (Figura 7.11). A fracdo LYL1 foi a que apresentou
menor diferenca entre os valores de atividade obtidos para pNFL e pNFP. Os dois
derivados obtidos de fragdes purificadas parcialmente mostraram relacdes distintas
do obtido para o extrato bruto (item 6.2.5). Tal resultado pode estar relacionado a

particdo do substrato com o suporte e/ou com a proporgao das lipases ativas.
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Figura 7.11 — Atividade de lipases imobilizadas em CNBr-agarose frente a diferentes
substratos de cadeia curta, média e longa. CALB - lipase B de Candida antarctica;
TLL — lipase de Thermomyces lanuginosus; RML — Lipase de Rhizomucor miehei;

LYL1 — Fragao de lipases de Y. lipolytica rica em bandas proximo a 40 kDa.; LYL2 —

Fracao de lipases de Y. lipolytica rica em bandas proximo a 60 kDa.

7.3.1.2 Imobilizagado em butil-agarose

Como néao foi possivel dessorver de octil-agarose de forma completa as
lipases encontradas no extrato bruto de Y. lipolytica, estudos com imobilizagdo em
butil-agarose foram realizados. Aparentemente, as unicas bandas presentes no
derivado sdo aquelas préximas a 60 kDa (Figura 7.12). Contudo, experimentos de
dessorcao e imobilizacdo do sobrenadante obtido da dessor¢cdo mostraram que as
outras bandas estdo presentes, s6 que em propor¢des menores, ou, como a
visualizacdo das enzimas adsorvidas € obtida por dessorcdo em tampao de ruptura
de eletroforese, é possivel que as mesmas estejam tao fortemente ligadas que néo
dessorvam nem em condi¢gdes desnaturantes de preparo de amostras para SDS-
PAGE. Apesar das duvidas quanto as bandas presentes, o derivado obtido
apresentou, para 2090 U/L oferecidas, 3100 U/kg de atividade em um processo de

imobilizagdo com 91,9% de rendimento e 242% de atividade recuperada.
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Figura 7.12 — Eletroforese dos derivados obtidos apds imobilizagdo e dessorgéo de
lipase de Y. lipolytica em butil-agarose. (1) Marcador de proteina; (2) Derivado obtido
a partir da imobilizagéo de extrato de Y. lipolytica em butil-agarose; (3) Sobrenadante
da dessorc¢ao do derivado (2) com 1% (v/v) de laurato de sacarose; (4) Derivado (2)

apos dessorgao com 1% (v/v) de laurato de sacarose; (5) Derivado (2) apés
dessorgcao com 2% (v/v) de laurato de sacarose; (6) Derivado (2) apos dessorgao
com 2% (v/v) de triton x - 100; (7) Derivado obtido a partir da imobilizagao do
sobrenadante (3) em butil-agarose.

7.3.1.3 Imobilizagado em fenil-agarose

O comportamento da imobilizagdo de lipases de Y. lipolytica obtida a partir de
extrato bruto em fenil-agarose também foi avaliado. Neste suporte, um perfil
semelhante ao encontrado no derivado de octil apds dessorgdo com 0,2% de triton x
— 100 foi obtido (Figura 7.13). Observou-se que, apos a dessor¢gao com 0,5% de
triton x -100, o derivado obtido € um derivado apenas com as 2 bandas mais
proximas de 60 kDa, o que o torna uma boa alternativa para isolar estas proteinas.
Quanto ao processo de imobilizacdo, a partir de 2090 U/L oferecidas para
imobilizagdo, um derivado de 793 U/kg foi obtido com um rendimento de 99,2% e
57,3% de atividade recuperada. Embora com valores inferiores aos obtidos com

butil, o fenil-agarose mostrou-se mais eficiente do que o octil-agarose tanto na
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obtengdo de um derivado misto para aplicagdo direta, quanto como matriz para

separacgao.
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Figura 7.13 — Eletroforese dos derivados obtidos apds imobilizagao e dessorgéo de
lipase de Y. lipolytica em fenil-agarose. (1) Marcador de proteina; (2) Derivado obtido
a partir da imobilizagao de extrato de Y. lipolytica em fenil-agarose; (3) Derivado (2)
apos dessorgao com 0,5% (v/v) de triton x — 100.

7.3.2 Imobilizac&o por Interacéo Lipase-Lipase

Apesar do zimograma ter evidenciado a presenga de 3 lipases no extrato
bruto de Y. lipolytica, os resultados dos testes de imobilizagdo em octil, butil e fenil
deixam duvidas de quais sdo de fato as bandas representativas da mesma. Para
uma certificagdo, optou-se por realizar uma imobilizagdo por interagao lipase-lipase.
Sabe-se que as lipases sdo capazes de formar aglomerados através de adsorgao
entre sitios hidrofobicos presentes em sua superficie (PALOMO et al., 2006). Desta
forma, a imobilizacao de lipases de um extrato bruto com outra lipase imobilizada por
ligagbes multipontuais a uma matriz garante que o derivado obtido tera apenas

lipases.
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O tempo de 0,5h de imobilizagao foi suficiente para obter um derivado com
1180 U/kg de atividade em um processo de rendimento de 96% e com 145,7% de
atividade recuperada. A eletroforese do derivado obtido (Figura 7.14) mostrou as 3
bandas referentes as lipases presentes no extrato de Y. lipolytica, as quais
apresentaram massa molecular de, aproximadamente, 38 kDa, 41 kDa e 66 kDa.
Uma lipase extracelular de 38 kDa foi reportado por Yu et al. (2007) a qual foi
purificada por cromatografia de troca ibnica em Q sefarose FF seguida de
cromatografia por interagdes hidrofébicas em uma matriz butil sefarose FF. Sua
afinidade pelo grupamento butil também foi confirmado nos estudos de imobilizagao
em butil-agarose (Figura 7.12, coluna 7). Song et al. (2006) também reportaram a
purificacdo de duas lipases extracelulares de Y. lipolytica de 41 kDa, ambas com
caracteristicas distintas de temperatura 6tima e especificidade. Quanto a lipase de
66 kDa, até o presente momento ndo encontrou-se trabalhos reportando a mesma,
sendo a massa molecular das lipases de Y. lipolytica reportada entre 38 e 41 kDa.
Desta forma, estudos visando sequencia-la, caracteriza-la e purifica-la devem ser

desenvolvidos.
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—
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Figura 7.14 — Eletroforese dos derivados obtidos apds imobilizagao de lipase de Y.

lipolytica em lipase de Pseudomonas fluorescens-glioxil-agarose. (1) Marcador de

proteina; (2) Derivado obtido a partir da imobilizagdo de extrato de Y. lipolytica em
fenil-agarose; (3) Derivado (2) apos dessorgao com 0,5% (v/v) de triton x — 100.

Apesar de ter-se conseguido imobilizar as trés lipases identificadas
inicialmente pelo zimograma com a imobilizacdo em LPF-glioxil-agarose, Volpato et
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al. (2010) reportou diferentes seletividade na imobilizacdo, dependendo da lipase
utilizada no suporte. A partir de um extrato bruto de Staphylococcus warneri,
diferentes derivados foram obtidos. BTL2 imobilizada em glioxil-DTT, por exemplo,
mostrou imobilizacdo seletiva para apenas uma lipase de 30 kDa. Em paralelo, 2
lipases de 28 e 40 kDa foram imobilizadas em PFL-glioxil. Apesar do alto custo do
suporte baseado em lipase — haja vista nele estar incluso o preco da matriz
polimérica, do custo da lipase imobilizada e do processo de imobilizagdo da mesma
— este processo € bastante promissor em casos em que a imobilizagcado € seletiva

para uma unica enzima.

7.3.3 Imobilizag&o por Troca I6nica

Na busca de um suporte seletivo para a separacédo das lipases presentes no
extrato de Y. lipolytica, testes de imobilizacdo também foram realizados em matrizes
de carater i6bnico, DEAE-agarose (anionica) e sulfopropil-agarose (catibnica). A
Figura 7.15 mostra o perfil das proteinas imobilizadas em DEAE e SP-agarose apoés
1,5 h de contato. Na matriz DEAE, uma coloragdo mais intensa das bandas é
observada com o aumento do tempo de contato. E, apesar da presenca de 4 bandas
bem definidas, tracos de outras 2 bandas foram observados. Ja na matriz SP-
agarose, observou-se 5 bandas bem definidas. Dentre as 3 lipases presentes no
extrato, apenas as lipases identificadas em 66 kDa e 41 kDa tiveram atrac&o pelas
matrizes. Além disso, testes de dessorcao foram eficientes na remog¢ao da maioria

das proteinas, com excec¢ao das duas bandas proximas a 66 kDa.

Apesar da imobilizagdo em matrizes de troca idbnica promover a facilidade de
dessor¢cdo das enzimas imobilizadas com NaCl, neste estudo a quantidade de
enzima de fato imobilizada, com base na atividade do sobrenadante (Figura 7.16), é
mais baixa frente as matrizes hidrofébicas testadas. Além disso, variagcbes nos
valores de atividade do derivado mostraram-se elevadas, embora qualitativamente o
perfil das proteinas que estdo sendo imobilizadas ndo mude (Figura 7.15). As
variagdes das atividades do derivado observadas com o tempo sao tipicas de
sistemas que ndo se encontram em equilibrio sendo necessarios estudos de

imobilizacdo em tempos maiores de contato.

139



Capitulo 7 — Purificac8o do Extrato Bruto de Lipase de Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

67 kDa

Figura 7.15 — Eletroforese dos derivados obtidos apds imobilizagéo e dessorgao de
lipase de Y. lipolytica em DEAE-agarose. (1) Marcador de proteina; (2) Derivado
obtido a partir da imobilizagdo de extrato de Y. lipolytica em DEAE-agarose, 0,5h de
imobilizagao; (3) Derivado obtido a partir da imobilizagao de extrato de Y. lipolytica
em DEAE-agarose, 1,0h de imobilizagao; (4) Derivado obtido a partir da imobilizagao
de extrato de Y. lipolytica em DEAE-agarose, 1,5h de imobilizagao; (5) Derivado
obtido a partir da imobilizagdo de extrato de Y. lipolytica em sulfopropil-agarose, 1,5h
de imobilizacao.
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Figura 7.16 — Imobilizacao de lipases presentes em extrato bruto de Y. lipolytica por
troca ibnica em DEAE e SP-agarose.
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Estes dados divergem do observado por Cunha et al. (2008) em extrato de
lipase Lip2 de Y. lipolytica quando imobilizado em MANAE-agarose. Nesse sistema,
o tempo necessario para imobilizar 97% das enzimas oferecidas foi de 0,5h. Em
tempos maiores, observou-se o sistema em equilibrio, ndo sendo encontradas

variacdes na atividade do sobrenadante ou do derivado.

7.4 CONCLUSOES DO CAPITULO 7

Com base nos resultados de purificagdo do extrato bruto rico em lipase de Y.

lipolytica, tem-se que:

v" A baixa concentragao total de proteina no extrato obtido e a presenca de
biosurfactante (produzido pelo microrganismo nas condi¢gbes de produgdo de
lipase) ndo proporcionaram a formagao de precipitados estaveis, sendo uma

técnica nao aplicavel para este extrato como etapa de pré-purificacao;

v" Quanto ao uso do sistema bifasico PEG 4000-Fosfato, a faixa de pH mais
indicada para obter maiores valores de particdo de lipase para a fase topo &
em valores de pH maiores ou iguais a 7. Contudo, sua baixa estabilidade a

valores maiores que 7, limita o uso de sistemas nesta faixa de pH,;

v' Apenas trés sistemas apresentaram particdes de lipase e protease para fases
opostas num mesmo sistema: 14,46% (p/p) de Fosfato e 4,35% (p/p) de PEG
4000; 14,23% (p/p) de Fosfato e 1,07% (p/p) de PEG 8000; e 4,23% (p/p)
Fosfato e 27,14% (p/p) de PEG 8000. Destes, a maior particdo de lipase para
a fase topo foi reportada em 14,46% (p/p) de Fosfato e 4,35% (p/p) de PEG
4000 e maior particdo de lipase na fase base foi 4,23% (p/p) Fosfato e
27,14% (p/p) de PEG 8000. A escolha de qual sistema utilizar dependera da

aplicacédo ao qual o mesmo se destina.

v" Nos estudos de purificacdo por imobilizagdo, através de interacao lipase-
lipase e pela analise de zimograma, foi possivel identificar 3 lipases de
tamanhos distintos no extrato bruto de Y. lipolytica IMUFRJ 50682;

v Fazendo uma comparagao entre os 3 suportes hidrofébicos usados, fenil-
agarose e butil-agarose mostraram-se mais seletivos na imobilizacdo das

lipases frente a octil-agarose;
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v Para os 3 suportes hidrofébicos usados, nao foi possivel encontrar
concentracbes de detergente onde tivéssemos a dessorcdo de apenas 1
lipase ja que as lipases de 38 e 41 kDa dessorvem sempre em concentragdes
proximas. E a lipase de aproximadamente 67 kDa permaneceu imobilizada
mesmo apods 2% de detergente nos trés suportes, o que evidencia uma

interacdo muito forte desta com os suportes;

v" Dentre as 3 lipases presentes no extrato, apenas as lipases peso molecular
de 66 kDa e 41 kDa possuem atragdo pelas matrizes DEAE-agarose

(anibnica) e sulfopropil-agarose (cationica).
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8 IMOBILIZACAO DE LIPASE B DE Candida antarctica E
LIPASES DE Yarrowia lipolytica IMUFRJ 50682

8.1 IMOBILIZACAO DE CALB POR ADSORCAO EM FIBRA DE COCO

8.1.1 Cinética de adsorcgéo

A cinética de adsorcdo de CALB para uma concentracéo inicial de enzima de
500 U/L foi avaliada nas fibras tratadas com H,O, e NaOCI/NaOH (Figura 8.1 e 8.2,
respectivamente). Para a fibra tratada com H,O,, apés 1 h de contato entre a
solugdo enzimatica e suporte, ndo se observou variacdo significativa na atividade
hidrolitica do derivado CALB-H,O,. Observa-se, porém, um aumento no teor de
proteina adsorvida até 6 h de contato, 0 que pode sugerir uma adsorcao de CALB
em multicamada ou a adsorcdo de outras proteinas presentes no extrato comercial
de CALB também ocorre e ndo chegou ao equilibrio no mesmo tempo das lipases.
Ao contrario, a atividade da CALB imobilizada em fibra tratada com NaOCI/NaOH
(derivado CALB-NaOCI/NaOH) aumentou com o tempo de contato, de 450 U/kg
apos 1 h de contato para 700 U/kg apés 8h, embora o teor de proteina total
adsorvida tenha permanecido aproximadamente constante. Ao se estudar a
adsorcdo de CALB em fibra natural (BRIGIDA et al., 2008), observou-se um ligeiro
aumento na atividade dos derivados obtidos apds 2 horas de contato, mostrando
gue o tempo de 1 h ndo foi suficiente para se atingir o equilibrio. Embora o equilibrio
de adsorcdo em termos de atividade hidrolitica do derivado CALB-H,O, tenha se
dado em 1h, optou-se nos estudos que se seguem em utilizar 2 horas de contato, a
fim de garantir que mesmo com mudancas no meio (influéncia do pH de
imobilizacdo) o derivado imobilizado fosse obtido em condi¢cdes de equilibrio da
interacéo fibra — enzima. O tempo de 2 h de contato também foi mantido para a fibra
tratada com NaOCI/NaOH dado que o ganho em atividade ap6s 8 h de contato néo é
tdo elevado quando se considera o erro experimental. Quando a imobilizacdo é
conduzida a baixa forca ibnica, espera-se uma adsorcdo rapida para a maioria dos
sistemas de lipase-suporte. Alguns autores obtiveram 100% de rendimento de
imobilizacdo ap6s apenas 10 minutos de contato enzima-suporte (FERNANDEZ-
LAFUENTE et al., 1998).
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Figura 8.1 — Cinética de adsorcédo de CALB (500 U/L), a pH 7 e 25°C, em fibra de
coco verde tratada com H,0».
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Figura 8.2 — Cinética de adsor¢céo de CALB (500 U/L), a pH 7 e 25°C, em
fibra de coco verde tratada com NaOCI/NaOH.
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8.1.2 Efeito do pH de adsorcéo

A influéncia do pH de imobilizacdo de CALB em fibra tratada com H,0O,
(Figura 8.3) ou com NaOCI/NaOH (Figura 8.4) também foi investigada. A
imobilizagédo de CALB em fibra de coco tratada com H,O; sob diferentes valores de
pH ndo apresentou, em geral, variacbes significativas tanto para os valores de
atividade no derivado quanto de proteina adsorvida (Figura 8.3). Tal resultado é bem
distinto do observado na adsorcdo de CALB em fibra natural — onde foram
observados dois patamares bem definidos de proteina adsorvida e atividade no
derivado (BRIGIDA et al., 2008). Além de perfis distintos, o teor de proteina
imobilizada e de atividade hidrolitica do derivado CALB-H,O, sdo duas vezes
maiores do que os derivados de fibra natural, quando imobilizados em pH 7. O
tratamento com H,O, promove uma oxidacdo de alguns grupos hidroxilas da
celulose presentes na fibra a grupos carboxilas, proporcionando a fibra um suave
potencial catibnico de troca idnica (SHUKLA e PAI, 2005). A remocéao das impurezas
na superficie, as quais eram fonte de ions e sitios hidrofébicos, provocou uma
alteracdo nas caracteristicas da superficie do suporte modificando sensivelmente o
perfil das forcas de adsorcdo envolvidas. Como ndo houve variacdo significativa
entre os resultados, optou-se por selecionar o pH 7 para os estudos de estabilidade
dos derivados, ja que este é um valor proximo ao ponto isolétrico da CALB e foi
também selecionado em estudos prévios com a fibra de coco natural.
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Quando fibra tratada com NaOCI/NaOH foi utilizada como suporte para
imobilizacdo de CALB, pode-se observar, na Figura 8.4, que houve influéncia do pH
na atividade do derivado CALB-NaOCI/NaOH. Assim como observado na adsor¢cao
em fibra natural (BRIGIDA et al., 2008), dois platéres de valores de atividade e
proteina adsorvida foram observados. Maiores valores de atividade foram obtidos a
valores de pH de imobilizacdo menores que 6. A atividade do derivado CALB-
NaOCI/NaOH obtido em pH 4 foi 3 vezes maior que o obtido em pH 7. E, embora o
tratamento com NaOCI/NaOH tenha resultado na maior area superficial, a atividade
do derivado e o teor de proteina adsorvida neste suporte foi menor quando
comparado a fibra natural e a tratada com H,O,. A modificacdo quimica da superficie

também interferiu no pH de inicio do segundo platé.

Comparando as Figuras 8.3 e 8.4, pdde-se observar que a maxima
quantidade de proteina adsorvida nos estudos de adsorcdo de imobilizacdo de
CALB foi de 450 ug/g de fibra, obtido a pH 3 utilizando fibra tratada com H,O, como
suporte. Este valor, no entanto, é inferior ao teor maximo obtido para albumina de
soro bovino (BSA) em fibra natural (Figura 8.5), que foi de 1700 ug/g de fibra. Outros
autores (RODRIGUES et al.,, 2008), quando utilizando suporte com pouca area
disponivel para imobilizacdo de CALB (carvao ativado), também obtiveram valores
superiores, até 4000 pg/g de suporte. A Figura 8.6 mostra a adsor¢cdo de BSA em
fibra de coco, submetida ou ndo a tratamentos com H,O, ou NaOCI/NaOH. Pode-se
observar que tanto a fibra oxidada quanto a tratada com NaOCI/NaOH foram
capazes de adsorver, a pH 4, uma maior quantidade de BSA do que a fibra natural.
Tais resultados mostram, que embora as fibras tratadas com NaOCI/NaOH nao
sejam, nas condi¢des aqui estudadas, bons suportes para a imobilizacédo de lipases,

podem representar uma alternativa interessante para outras proteinas.
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Figura 8.5 — Efeito do pH de imobilizagdo na quantidade de BSA adsorvida de
BSA imobilizada em fibra de coco natural, apés 2h de contato a 25 °C.
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8.1.3 Parametros cinéticos

Velocidades iniciais de hidrélise de p-nitrofenil laurato foram determinadas a
diferentes concentracdes iniciais, 50 a 2500 pM (Figura 8.7). Observou-se que a
velocidade de reacdo aumenta com o aumento da concentracdo de substrato para
os trés derivados investigados. A Tabela 8.1 mostra os valores dos parametros
cinéticos estimados considerando modelo de Michaelis-Menten. A CALB livre
apresentou Km maior do que outras lipases para a hidrolise de pNFL. Lipase de
Pseudomonas mendocina, por exemplo, mostrou Km igual a 70 uM em 2-propanol
(SURINENAITE et al., 2009). Observa-se uma pequena reducdo no valor de Km
para a enzima imobilizada em todos os suportes estudados, o que representa um
aparente aumento na afinidade da CALB pelo substrato. Sabe-se que alguns fatores
influenciam a cinética de enzimas imobilizadas, tais como: problemas de
transferéncia de massa, particéo e alteracéo da conformacao da enzima (CABRAL et
al., 2003). Estes fatores, ou a combinacdo deles, podem povocar uma aparente
melhora ou piora na afinidade da enzima por um determinado substrato. Outra
possivel explicacdo para estes resultados é a inibicdo da enzima por DMSO,
presente no meio reacional. O extrato rico em lipases de Y. lipolytica sofreu uma
pequena inibicdo de atividade pela presenca de DMSO (ltem 6.3.6.2). Esta inibicao
também pode ocorrer com CALB e pode ter sido minimizada quando a enzima foi
imobilizada, levando a uma diminui¢gdo no valor do Km. Para confirmacéo, fazem-se

necessarios estudos do efeito da concentracdo de DMSO na atividade de CALB.
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Figura 8.7 — Velocidade inicial de hidrélise de p-nitrofenil laurato catalisada por
CALB imobilizada em fibra de coco verde natural e tratada.

Tabela 8.1 — Parametros cinéticos da hidrolise de p-nitrofenil laurato catalisada por
lipase B de Candida antarctica livre e imobilizada por adsorcao.

Derivado Km (uM) Vmax (umol.min*t.mg™)
CALB Livre 192 +21 4250 + 350
Fibra Natural 130 £ 19 6817 + 438
Fibra Tratada c/ H,O, 110 £ 32 8793 * 465
Fibra Tratada c/ NaOCI/NaOH 168 + 17 5751 + 367
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8.1.4 Estabilidade Operacional

Quanto a estabilidade operacional (Figura 8.8), da CALB imobilizada em fibra

de coco natural ou tratada, observou-se perfil semelhante para todos os derivados

de fibra natural. No decorrer dos ciclos 4 a 6, apenas 10% da atividade inicial foi

observada, o que representa que apenas 10% da CALB imobilizada foi fortemente

adsorvida. Comparando com um derivado comercial de CALB imobilizada por

adsorcdo em uma resina acrilica (Novozym 435),

observou-se uma maior

estabilidade deste até o ciclo 7. Lipase de Geobacillus thermoleovorans imobilizada

em polipropileno também mostrou maior estabilidade que CALB imobilizada em fibra,

perdendo totalmente sua atividade com 9 ciclos reacionais, contudo, mantendo até
50% de sua atividade até o sétimo ciclo (SANCHEZ-OTERO et al., 2008).
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Figura 8.8 — Estabilidade operacional de CALB adsorvida em fibra natural e tratada
(Ativ. Inicial de 1000 U/kg) em bateladas consecutivas de hidrolise de p-nitrofenil
laurato, a 37°C, pH 7.

8.1.5 Estabilidade Térmica

A Tabela 8.2 apresenta as constantes de desativacdo térmica de CALB

imobilizada em fibra de coco natural e tratada, quando submetida a temperatura de
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60°C, em banho umido. O fator de estabilizacdo (F) observado para a CALB
imobilizada em fibra de coco verde tratada com H,O, foi muito baixo frente ao
observado em fibra natural (Tabela 8.2). J& a imobilizacdo de CALB em fibra tratada
com NaOCI/NaOH promoveu uma estabilidade 3 vezes menor do que a imobilizacao
em fibra natural (Tabela 8.2). Com a remocéo das impurezas, os sitios de adsorcao
de maiores forcas (sitios hidrofébicos e de troca idnica) foram removidos, o que
proporcionou uma imobilizacdo fraca, promovida provavelmente por forcas de van
der Waals. Desta forma, para a aplicacdo de fibras tratadas com H,O, como suporte,
fazem-se necessarios estudos de funcionalizacdo para aumentar o numero de sitios
hidrofobicos e/ou proporcionar ligacdo covalente, de forma a obter um derivado mais

estavel.

Tabela 8.2 — Desativacdo térmica a 60°C da lipase de C. antarctica livre e
imobilizada em fibra de coco verde.

Enzima kd (h) tin(h) F  R? Referéncia
CALB livre 715 0,097 1 0,98 Brigidaetal, 2008
CALB imobilizada em fibra 1,64 8,92 92 0,94 Brigidaetal, 2008
natural
CALB imobilizada em fibra 4,87 3 30 0,96 Este trabalho

tratada com NaOCI/NaOH

CALB imobilizada em fibra 3,64 0,19 2 0,92 Este trabalho
tratada com H»>O»

Novozym® 435 0,95 114 1178 0,90 Brigida et al, 2008

8.2 IMOBILIZACAO DE LIPASES DE Yarrowia lipolytica POR ADSORCAO EM
FIBRA DE COCO

8.2.1 Cinética de adsorcgao em fibra natural

8.2.1.1 Extrato bruto

Inicialmente, testou-se o substrato bruto obtido a partir de fermentacéo
submersa de Yarrowia lipolytica em sistema multifasico como fonte de lipase de Y.
lipolytica para imobilizacdo. A partir do extrato bruto, realizaram-se diluicbes deste

em tampédo fosfato pH 7 de forma a obter solugbes iniciais de lipase nas
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concentracdes de 100, 200 e 500 U/L. Partindo destas solucdes, estudos da cinética
de imobilizacdo de lipase de Y. lipolytica por adsor¢céo em fibra de coco verde natural
foram realizados (Figura 8.9). Observou-se que, para a concentracao inicial de 100
U/L, em 2 horas de contato, tem-se uma atividade méaxima de ~200 U/kg. Contudo,
apos essas 2 horas, a atividade no derivado diminui, embora ainda possa ser
observado um leve aumento no teor de proteina adsorvida. No caso de
concentragdes iniciais de 200 U/L, esta chegou a um maximo de ~ 300 U/kg em 6
horas de contato. Enquanto que para concentracgao inicial de 500 U/L, esta chegou a
quase 500 U/kg em 8 h. Observou-se que o maior teor de proteina adsorvido &
alcancado apds apenas 2 horas de contato. Considerando o alto teor de proteina
imobilizada e o baixo valor de atividade, é provavel que outras proteinas, que nao
lipases, estejam adsorvendo prioritariamente. No extrato, como j& foi comprovado

nos estudos de purificacdo (Capitulo 7), contem lipases, proteases e outras

proteinas.
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Figura 8.9 — Cinética de adsorc¢ao de lipase de Y. lipolytica em fibra de coco verde
natural a partir de extrato bruto.
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A fim de verificar o processo de adsorcdo das proteases presentes no meio,
acompanhou-se a atividade proteolitica no sobrenadante durante o processo de
imobilizagdo (Figura 8.10). A partir deste estudo, observou-se uma reducéo na
atividade proteolitica com o tempo de contato, a qual é acentuada no sistema de
concentracao inicial igual a 100 U/L. Como a fibra € um suporte com caracteristicas
de troca i6nica, embora também possua sitios hidrofobicos, ha uma probabilidade
desta ser menos seletiva para lipases. O que levaria a uma maior adsor¢gédo de
outras proteinas que ndo sejam lipases. Além disso, as lipases podem adsorver
sobre outras proteinas através de sitios hidrofébicos produzindo um derivado de
baixa estabilidade. A protease é uma dessas provaveis proteinas, uma vez que as
proteases produzidas por Y. lipolytica possuem como caracteristica a afinidade por
regides hidrofébicas (HAMILTON et al., 2000), podendo, assim, adsorver as lipases.
Logo, sendo a imobilizacdo de lipase de Y. lipolytica por adsor¢cédo em fibra de coco
um processo nao seletivo, verificou-se a necessidade de trabalhar com solucfes
puras ou pré-purificadas, de forma a evitar a obtencdo de derivados de baixa
atividade e/ou baixa estabilidade.

0,15
0,14 A

0,13 ° ° °
0,12 ° °

0,11 ] O

0,10 2 0

0,09 0
0,08
0,07
0,06 A
0,05
0,04 ] A FEo=100U/L
O Eo=200U/L
® FEo=500U/L

Atividade de Protease (U/mL)

0,03 ]
0,02
0,01 ]

0,00 I . I . I . I . I
0 2 4 6 8

Tempo (h)

Figura 8.10 — Atividade proteolitica no sobrenadante dos sistemas fibra — solucao de
lipase.
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8.2.1.2 Extrato pré-purificado

Visando a obtencdo de uma solucéo de lipase com um maior grau de pureza,
porém, com baixo custo de obtencgdo, realizaram-se estudos de pré-purificacdo de
extrato rico em lipase de Y. lipolytica em sistemas bifasicos PEG — Fosfato (Item
7.2). Ao fim destes estudos, estabeleceu-se uma condi¢cdo onde a concentracdo de
lipase numa fase era 20 vezes maior do que em outra. Além disso, nesta mesma
condicdo, a maior concentragdo de protease encontrava-se na fase oposta a de
lipase. Assim, definiu-se esta condicdo como protocolo para pré-purificacdo dos

extratos brutos de Y. lipolytica utilizados.

A partir de extratos pré-purificados, estudos de cinética de adsorcao de lipase
de Y. lipolytica em fibra de coco natural em pH 7 foram realizados (Figura 8.11). Os
valores de atividade permaneceram constantes apds um tempo de contato igual a 4h
para ambas as concentracfes estudadas, embora o teor de proteina adsorvida so
tenha se estabilizado apds 6h. Quando comparado com os derivados obtidos a partir
de extrato bruto (Figura 8.10), observou-se maior atividade nos derivados de extrato
pré-tratado partindo de uma mesma concentragdo inicial de enzimas. Tais resultados
indicam que a reducdo das impurezas de natureza protéica, com a contaminante
presenca de PEG proveniente do sistema bifasico auxiliou na obtencdo de um
derivado mais ativo. Estudos da literatura reportam que a presenca de PEG durante
0 processo de imobilizacdo, além de promover uma mudanca em sua conformacao
estrutural, deve melhorar a hidratacdo (ROCHA et al., 1998). Estes dois efeitos
devem ter influenciado na adsorcdo das lipases de Y. lipolytica em fibra de coco,
principalmente favorecendo a interacdo enzima-suporte.

Comparando o valor da atividade deste derivado (pré-purificado de Y.
lipolytica em fibra de coco natural) no equilibrio de adsorcédo (760 U/kg) com o
observado em CALB imobilizada em fibra de coco natural (695 U/kg, Item 5.3), pode-
se dizer estes sao proximo. Contudo, quando realizou-se um paralelo entre o teor de
proteina adsorvida nos estudos do pré-purificado de Y. lipolytica (600 pg/g) e CALB
em fibra natural (125 pg/g), este mostrou-se 4,8 vezes maior. Os valores de
atividade recuperada (318%) e rendimento de imobilizacdo (53%) também foram
maiores. Isto mostra que a afinidade das lipases de Y. lipolytica com a fibra € maior
do que a CALB. Embora tenha-se observado maior teor de proteina adsorvida,

atividade recuperada e rendimento de imobilizacao, os valores proximos de atividade
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dos derivados é explicavel por a CALB ter maior afinidade pelo pNFL (Km CALB =
0,192 uM e Extrato de Y. lipolytica = 0,234 uM, Capitulo 6), de forma a ser
observado uma menor quantidade de enzima imobilizada que possue mais
atividade. Tal afirmativa pode ser reforcada com futuros experimentos de Km e

Vmax para os derivados de Y. lipolytica.
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Figura 8.11 — Cinética de adsorcédo de lipase de Y. lipolytica em fibra de coco verde
natural a partir de extrato pré-purificado.

8.2.2 Cinética de adsorc¢ao em fibra tratada com H,O,

A cinética de adsorcao das lipases de Y. lipolytica em fibra de coco tratada
com H,O, foi estudada utilizando-se tanto o extrato bruto quanto o extrato pré-
purificado com concentracdo inicial de 500 U/L (Figura 8.12). Assim como nos
estudos de imobilizacdo em fibra natural, os derivados obtidos a partir de solucéo de
extrato pré-tratado mostraram-se mais ativos. Além disso, para ambas as fontes de
lipase, a atividade do derivado obtido foi maior do que os valores obtidos para a fibra
natural. Esta caracteristica de possuir maior capacidade de adsorcdo também foi
observada nos estudos de imobilizacdo de CALB (8.1.1). Utilizando extrato pré-
purificado de Y. lipolytica, com 2 h de imobilizacdo em fibra tratada com H;O,, um
derivado com 800 U/kg foi observado. Ja& nos experimentos com CALB em fibra
tratada com H,0,, este valor foi de 1230 U/kg. Contudo, 2 h de contato n&o

representa o tempo para equilibrio de adsorcédo do pré-purificado em fibra tratada
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com H,0,, sendo observado 2000 U/kg em 8 h de contato, o que indica maior
guantidade de enzima imobilizada neste suporte. Tal comportamento reflete também
nos valores de atividade recuperada (600%) e rendimento de imobilizacdo (44%)
observados para a imobilizacdo do pré-purificado de Y. lipolytica em fibra tratada
com H,O,. E como observado nos estudos de imobilizacdo da CALB em fibra tratada
com H,0,, os valores de atividade recuperada apresentam-se o dobro do observado
em imobilizacdes em fibra natural. O que indica que a fibra tratada com H,O,
promova a imobilizacdo das lipases numa conformacdo mais ativa do que a fibra

tratada.

2200
| ®m  Extrato bruto o
2000 O Extrato pré-purificado
a -
X 1800+
3 4
o 1600+
o . O
S 1400+
5 . O
O 12004
-8 -
o 1000
g I n
5 800 o
~ 4 |
= 600 |
< | n
400 — = [ |
4 | =
200
0 T T T T T I T I
0 2 4 6 8

Tempo de Contato (h)

Figura 8.12 — Cinética de adsorcéao de lipase de Y. lipolytica em fibra de coco verde
tratada com H,0O, a partir de extrato bruto e pré-purificado.

A Tabela 8.3 mostra os parametros do processo de imobilizacdo de extrato de
lipase de Y. lipolytica bruto e pré-purificado em fibra e em outros suportes estudados
na etapa de purificacdo (Capitulo 7). Embora as concentragdes iniciais ndo tenham
sido as mesmas para todos o0s experimentos, pequenas comparacdes podem ser
realizadas. Comparado os derivados a base de agarose com a fibra de coco,
observou-se que o rendimento de imobilizacdo para fibra ficou entre 40 a 50%,

enquanto que agarose, por ter uma &rea superficial bem maior que a fibra,
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apresentou rendimentos de imobilizacdo maiores que 90%. Contudo, alguns
derivado de agarose mostraram valores de atividade proximo ao encontrado em fibra
de coco. Haja vista a possibilidade das lipases terem imobilizado com o sitio ativo
direcionado ao suporte, impedimento estérico impossibilitaria a biocatalise da reacao
de hidrélise, apresentando assim, baixa atividade. Este caso aplica-se
especialmente a octil-agarose, onde observou-se 57% de atividade recuperada.
CUNHA et al. (2008) tiveram 71 % de rendimento e 34% de atividade recuperada em
octii quando estudou a imobilizacdo de LIP2 de Y. lipolytica. Maior atividade
recuperada também foi observada em MANAE-agarose, suporte de troca ibnica, 0
gue mostra certa similaridade com os dados obtidos para o extrato bruto de Y.
lipolytica IMUFRJ 50682. O derivado mais ativo foi de extrato bruto imobilizado em
butil-agarose (3130 U/kg), contudo, € valido ressaltar que o valor da concentragcéo
inicial de enzima oferecida para imobilizacédo neste derivado foi de 2000 U/L, 4 vezes
maior que o oferecido nos ensaios com fibra de coco. Desta foram, comparando com
o valor do derivado EB-LYL / Fibra Tratada com H,O, obtido com concentracao de
enzima inicial de 500 U/L, estima-se que este suporte seja bastante promissor para a

imobilizacédo de lipases de Y. lipolytica.

Suportes mais hidrofébicos apresentaram os menores valores de atividade
recuperada. Contudo, em suportes menos hidrofobicos ou onde a for¢a de adsor¢éo
predominante fosse a troca-idnica, observou-se elevadas atividade recuperada,
especialmente em fibra tratada com H,O,. Embora o fendmeno de hiperativacao seja
mais comum em suportes hidrofobicos, neste presente trabalho os valores de
atividade recuperada apresentam hiperativacao aparente em suportes hidrofobicos e
de troca idnica. Contudo, é possivel que, ao invés de uma hiperativagdo (ou em
paralelo a ela), tenha-se com a imobilizacdo a dissociacdo de alguns agregados
protéicos que estariam inibindo o real valor de atividade das solucbes estudadas.
Outro fator que pode contribuir para este aumento € a inibicdo da atividade da
enzima pela presenca de DMSO no meio reacional. Como observado para a CALB,
o efeito de inibicdo deste na enzima imobilizada seria reduzido, aumentando assim a
afinidade da enzima pelo substrato. Em estudos de LIP2 de Y. lipolytica, a atividade
recuperada méxima observada foi 61% para imobilizacdo em MANAE-agarose
(CUNHA et al., 2008). Duas diferencas influenciam na auséncia de hiperativacao

neste caso: o fato de trabalharem com extrato bruto de uma cepa geneticamente
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modificada, capaz de produzir apenas LIP2, (podendo a hiperativacdo ser observada
apenas em outras lipases presentes no extrato aqui estudado); a composicao do
extrato, a qual pode pela presenca de outras proteinas ou outras substancias inibir a
atividade da enzima ou favorecer a formacéo de agregados; e o uso de p-nitrofenil
butirato como substrato utilizando acetona como solvente de mistura, o qual nao

deve ter o mesmo efeito de inibicdo provocado pelo DMSO.

Tabela 8.3 — Parametros do processo de imobilizacdo de extrato bruto (EB-LYL) e
pré-purificado (PP-LYL) de Yarrowia lipolytica a pH 7 em diferentes

suportes.
. Atividade Atividade Rendimento de
Derivado Recuperada e o
(U/kQg) (%) Imobilizac&o (%)
EB-LYL / Fibra natural* 500 198 47
PP-LYL / Fibra natura®| 700 318 53
EB-LYL / Fibra '[ratada 800 296 48
com H>O»
PP-LYL / Fibra '[ratada 2000 603 44
com H>O»
EB-LYL / Octil-agarose** 793 57 99
EB-LYL / Fenil- 795 93 99
agarose**
EB-LYL / Buitil- 3130 203 91
agarose***
EB-LYL / DEAE- 911 211 92
agarose*

* E, =500 U/L; ** E,= 1000 U/L; ***E, = 2000 U/L

8.2.3 Estabilidade Térmica dos Derivados

A fim de avaliar o efeito da imobilizacdo sobre as lipases de Y. lipolytica,
estudos de estabilidade térmica foram realizados. Como nenhum teste de
estabilidade havia sido realizado até o0 momento para os imobilizados deste extrato
de Y. lipolytica IMUFRJ 50682, estudou-se primeiramente o comportamento de uma
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fracdo de sobrenadante obtido da dessorcdo do imobilizado em octil (sobrenadante
do derivado da Figura 7.8, linha 3) imobilizado em CNBr-agarose por ligacdo
unipontual. Visando garantir apenas uma unica ligagdo, o mesmo foi imobilizado a
4°C, evitando-se assim que algumas enzimas pudessem se ligar por dois ou trés
pontos. Para verificar a probabilidade de ocorrer mais de 1 ponto de ligacdo no caso
das lipases de Y. lipolytica, realizou-se imobilizacdo em CNBr-agarose também a
25°C. Estudos de estabilidade foram conduzidos a 45, 55 e 65°C, Figuras 8.13, 8.14
e 8.15, respectivamente.
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Figura 8.13 — Estabilidade térmica a 45°C de fracao de lipases de Y. lipolytica
imobilizada em CNBr-agarose a pH 7.
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Figura 8.14 — Estabilidade térmica a 55°C de fracdo de lipases de Y. lipolytica
imobilizada em CNBr-agarose a pH 7.
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Figura 8.15 — Estabilidade térmica a 65°C de fracao de lipases de Y. lipolytica
imobilizada em CNBr-agarose a pH 7.
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A lipase de Y. lipolytica imobilizada foi estavel a 45°C, enquanto que a 65°C
perdeu 100% de sua atividade apés 5 horas de incubacéo. A 55°C, no entanto, o
perfil de desativacdo é mais espagado e apresenta decaimento de segunda ordem.
Nestas condicbes, a temperatura de 55°C foi selecionada para os préximos estudos
de estabilidade térmica. Em estudos de imobilizacdo de LIP2 de Y. lipolytica, Cunha
et al. (2008) obteve um derivado em CNBr-agarose com atividade 80 vezes inferior
ao obtido em octil-agarose, de forma a nao conseguir realizar estudos de

estabilidade térmica com este derivado.

Os derivados de extrato bruto de Y. lipolytica imobilizado em fibra de coco
natural e tratada com H,O, também foram estudados quanto sua estabilidade
térmica (Figura 8.16). Como observado para a CALB, as lipases de Y. lipolytica
imobilizadas em fibra de coco natural mostraram-se mais estaveis do que as
imobilizadas em fibra tratada. Contudo, o fator de estabilizacdo para os derivados
obtidos em fibra de coco foram muito baixos, o que indica que praticamente nao
houve estabilizacdo da enzima (Tabela 8.4). Em contra ponto, o derivado obtido em
CNBr-agarose apresentou estabilidade préxima a observada em CALB quando

imobilizada em fibra de coco.
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Figura 8.16 — Estabilidade térmica a 55°C de extrato bruto de lipases de Y. lipolytica
imobilizada em fibra de coco natural e tratada com H;0.
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Tabela 8.4 — Pardmetros cinéticos da desativacdo térmica a 55°C, pH 7, dos
derivados ricos em lipase de Y. lipolytica.

Derivado Kg (h™) Ta (h) F R?
Extrato Bruto 11,9267 0,058 1 0,95
LYL imobilizado em 1,30 0,13 2,2 0,94
fibra de coco natural
LYL imobilizado em 121,9 0,098 1,7 0,82
fibra de coco tratada
com H,O»
LYL em CNBrimob a 0,19 5,5 94.8 0,75
4°C
LYL em CNBrimob a 1 2,75 47.4 0,68
25°C

Derivados a base de octil-agarose também foram investigados quanto a sua
estabilidade térmica. Tanto o derivado obtido a partir da imobilizacdo do
sobrenadante de dessorcdo (0,2 e 0,5% de triton x 100 seqguencialmente) do
imobilizado do extrato bruto em octil (Figura 8.17) quanto o derivado resultante da
dessorcao foram avaliados (Figura 8.18). As medidas de atividade foram realizadas
com pNFL e pNFP. No caso do derivado obtido a partir da imobilizacdo de proteina
dessorvida com triton (Figura 8.17), apesar de percentuais de atividade distintos
(que pode ser provocado pela afinidade da lipase ao substrato), o perfil de
desativacdo para ambos os substratos € o0 mesmo. Ao fim de 4 horas, 100% do
derivado encontrou-se desativado. Os perfis similares para ambos os substratos dao
indicios de que apenas uma lipase se encontra presente no derivado em estudo,
sendo o modelo sigmoidal do perfil justificavel por uma pequena alteracdo na
conformacdo da lipase com a temperatura (ou movimento da tampa do sitio ativo)
que promove, momentaneamente, maior afinidade ao substrato. Ja os perfis de
desativacdo do derivado obtido apods dessorcdo (Figura 8.18) foram distintos para
pPNFL e pNFP. Inicialmente observou-se que este derivado ndo apresentou atividade
para o substrato pNFP, porém, entre 1 e 4 horas este comecou a apresentar tal

atividade, chegando a um méximo em 4 horas e depois reduzindo o valor da mesma
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até zero em 7,5 h. O perfil observado com pNFL apresenta um decaimento até 2
horas e depois uma “re-ativacdo” com maximo em 4 horas. Tal perfil é explicavel
pela presenca de duas lipases neste derivado (uma a 66 kDa e outra préximo a 38
kDa, vide Figura 7.8 coluna 3). Aparentemente, quando submetido a 55°C, algumas
enzimas que poderiam estar adsorvidas sobre outras enzimas desnaturam e
dessorvem deixando expostas outras lipases adsorvidas inicialmente ao derivado.
Como cada lipase possui interagOes diferenciadas com os substratos, a mistura da

acao das duas lipases presentes promove perfis distintos a diferentes substratos.
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Figura 8.17 — Estabilidade térmica a 55°C de derivado obtido a partir da imobilizacéo
de sobrenadante de dessorcéo (0,2 e 0,5% de triton x 100 sequencialmente) de
imobilizado de extrato bruto de lipases de Y. lipolytica em octil
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Figura 8.18 — Estabilidade térmica a 55°C de derivado obtido a partir da dessor¢éo a
0,2 e 0,5% de triton x 100 sequencialmente de imobilizado de extrato bruto de
lipases de Y. lipolytica em octil.

Fazendo um comparativo dos derivados de LYL obtidos, a imobilizagdo em

CNBr-agarose mostrou-se a mais eficiente na estabilizacdo das lipases de Y.
lipolytica, embora ndo se tenha utilizado imobilizacdo por ligacdo multipontual. O
tempo de meia vida para os derivados de octil foram impossiveis de se calcular,
contudo, foram maiores do que os observados em fibra de coco e do que o obtido
nos derivados de LIP2 de Y. lipolytica em octil e octadecil reportados por Cunha et
al. (2008). Fazendo uma pequena comparacao entre os perfis de decaimento, os
obtidos em fibra de coco natural a 55°C e de LIP2 de Y. lipolytica em octil-agarose a
45°C (CUNHA et al., 2008) mostraram-se bem semelhantes, inclusive com tempos

de meia vida préximos frente aos demais suportes estudados.

8.3 BREVE AVALIACAO DO POTENCIAL DE APLICACAO DOS DERIVADOS
ESTUDADOS

Com o objetivo de avaliar o potencial de uso dos derivados obtidos em fibra
de coco, observou-se o desempenho dos mesmos como biocatalisadores de uma
reacdo de transesterificacdo de 6leo &cido de macauba para obtencéo de biodiesel.
A reacao utilizada foi previamente estudada e otimizada quanto as condi¢cdes de
razao massica etanol:0leo, temperatura e razdo massica biocatalisador:0leo para um

sistema utilizando CALB imobilizada em fibra de coco natural por adsorcéo
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(NASCIMENTO et al., 2008). E, embora maior conversao tenha sido observado a
72h de reacado (79% para reacdo catalizada por CALB adsorvida em fibra natural),
para fins comparativos, optou-se por realizar este breve estudo apenas em 48h de

reacao.

A Figura 8.19 mostra a conversdo em 48 h de reacdo para cada derivado
obtido por adsorcdo de CALB e para extrato bruto de Y. lipolytica. A melhor
converséo foi obtida com CALB imobilizada em fibra de coco natural. Embora a
atividade hidrolitica medida em pNFL dos derivados estivessem préximas, 0S
derivados apresentaram distintos valores de conversdo de triglicerideos. Em todas
conversdes dos derivados de CALB em fibra tratada, observou-se uma reducéo de,
no minimo, 50% sobre o potencial catalitico para a produgcdo de biodiesel
encontrado para a fibra natural. O efeito do tratamento da superficie sobre a particao
do oleo deve ter sido um fator fundamental para a obtencdo destes resultados,
embora a conformacdo da enzima imobilizada também possa ter interferido. Yang e
Chen (2006) reportaram que matrizes hidrofébicas geraram biocatalisadores mais
ativos para a hidrolise de 6leo de oliva e tributirina. Como as fibras tratadas
apresentaram um carater mais hidrofilico que a natural, era esperado um efeito
negativo na conversdo de 6leo acido de macauba. O tempo de conversao, embora
elevado, também foi o mesmo para a Novozym 435 quando submetida as mesmas
condicbes de reacdo para valores de conversdo também proximos, 82%
(NASCIMENTO et al.,, 2008). E, apesar do elevado tempo de conversao, boa
estabilidade operacional foi observada (Figura 8.20), permanecendo com 80% de
conversdo até 10 ciclos reacionais. Tais resultados tornam o derivado de CALB
imobilizada em fibra natural um biocatalisador promissor para a sua aplicacdo na

reacao de obtencao de biodiesel a partir de 6leo acido de macauba.

Quanto ao extrato de lipases de Y. lipolytica imobilizada em fibra de coco
natural, este mostrou uma conversdao de apenas 0,7%. A inibicdo por glicerol
observada para o extrato (Figura 6.14) pode ser uma justificativa. Contudo, como ha
a presenca de 3 lipases nesse extrato, supfe-se também que a lipase que esta
sendo imobilizada preferencialmente ndo possui afinidade para o6leos &acidos.
Contudo, testes preliminares desenvolvidos no Instituto de Catélise e Petroquimica
(Madrid) mostraram que as lipases de Y. lipolytica IMUFRJ 50682, quando
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imobilizadas em octil-agarose sdo capazes de hidrolisar 6leo de pescado (dados néao
mostrados).
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Figura 8.19 — Conversao do 6leo acido de macauba em biodiesel catalisada por
lipase imobilizada por adsor¢éo em fibra de coco apés 48h de reacgéo utilizando
biocatalisador com carga de 1000 U/kg.
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Figura 8.20 — Estabilidade operacional da CALB imobilizada por adsor¢gédo em fibra
de coco natural na conversédo do 6leo acido de macauba em biodiesel apos 72h de
reacao utilizando biocatalisador com carga de 1000 U/kg.
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8.4 CONCLUSOES DO CAPITULO 8

Com base nos resultados de imobilizagcédo de lipase B de C. antarctica e de

extrato bruto e pré-purificado rico em lipase de Y. lipolytica, tem-se que:

v

Para imobilizacdo de CALB em fibra tratada com H,O,, o tempo de 1 hora de
contato no aparato rotatério € suficiente para que o sistema fibra-lipase atinja
o equilibrio, considerando concentracdo inicial de lipase de 500 UI/L.
Enquanto que para CALB em fibra tratada com NaOCI/NaOH, mesmo apéds 7
horas de contato o equilibrio do sistema fibra-lipase néao é atingido;

A fibra de coco tratada com H,O, embora possua um potencial catiénico, ndo
apresenta dois patamares de imobilizacdo de CALB obtidos frente a variacao
do pH do meio devido a alta carga de grupamentos carboxilas que promove
uma interacao forte independente do pH do meio;

Dentre as 3 fibras de coco testadas (natural, tratada com H,O, e tratada com
NaOCI/NaOH), maior afinidade da lipase com o substrato p-nitrofenil laurato é
observado para CALB imobilizada em fibra tratada com H,Oy;

Apesar do ganho no teor de proteina adsorvida e na atividade do derivado, e
de estabilidade operacional similar a fibra natural, a adsor¢cdo de CALB em
fibra tratada com H,O, promove uma reducdo na estabilidade térmica,
gerando fator de estabilidade igual a 2, 46 vezes menor do que o observado
em fibra natural;

Para imobilizacdo do extrato bruto rico em lipases de Y. lipolytica em fibra
natural, o tempo de 8 horas de contato no aparato rotatério ndo € suficiente
para que o sistema fibra-lipase atinja o equilibrio. Contudo, utilizando um pré-
purificado com sistema bifasico, além de maior atividade no derivado, apos 4

horas de contato o equilibrio do sistema fibra-lipase é atingido;

Utilizando fibra tratada com H,O, como suporte para imobilizagdo de lipases
de Y. lipolytica, o tempo de 8 horas de contato no aparato rotatério ndo €
suficiente para que o sistema fibra-lipase atinja o equilibrio. Contudo, alto
valor de atividade no derivado obtido com pré-purificado de sistema bifasico é

observado;

168



Capitulo 8 — Imobilizacdo de Lipase B de Candida antarctica e Lipases de Yarrowia lipolytica
IMUFRJ 50682

v" Independente do tipo de fibra usada, o fator de estabilidade a 60°C para
lipases de Y. lipolytica imobilizada em fibra por adsor¢céo é aproximadamente

0 mesmo,

v' Comparando os derivados de lipases de Y. lipolyticas obtidos para CNBr-
agarose, octil-agarose e fibra de coco, CNBr-agarose € o termicamente mais

estavel.

v' E avaliando o desempenho dos derivados de CALB e lipases de Y. lipolytica
em fibra de coco como biocatalisadores da reagcéo de transesterificacdo de
Oleo acido de macauba, tem-se que o melhor derivado € CALB imobilizada

em fibra natural por adsorcéo.

169



Capitulo 9 — Conclusées

9 CONCLUSOES

As fibras de coco verde foram caracterizadas quanto seu aspecto morfolégico,
quimico e de resisténcia térmica. Posteriormente, tratamentos com perdxido de
hidrogénio, hipoclorito de sédio e hipoclorito de sodio seguido de hidroxido de sédio
foram realizados e as fibras tratadas analisadas. Com base nos resultados obtidos,
concluiu-se que o tratamento com peroxido de hidrogénio foi o mais eficiente na
remocao das impurezas e foi também o que mais se aproximou das caracteristicas

de molhabilidade para agua e hexadecano da fibra natural.

Em paralelo, visando obter informagdes sobre o comportamento das lipases
estudadas frente a variagbes de pH, temperatura dentre outros agentes
interferentes, estudos de caracterizacdo das enzimas foram realizados. Uma analise
dos resultados obtidos mostrou que a lipase B de Candida antarctica (CALB) € uma
lipase alcalina apresentando pH 6timo a 9,2 e uma faixa 6tima de temperatura (28 a
35°C) na hidrdlise de p-nitrofenil laurato, sendo bastante estavel a algumas
variagdes de pH e temperatura bem como a alguns aditivos. Quanto ao extrato de Y.
lipolytica IMUFRJ 50682, este apresentou valores de pH e temperatura 6timo a 7 e
37°C, respectivamente, e baixa estabilidade. Além disso, esta ultima mostrou menor
inibicdo ao etanol e PMSF do que a CALB, contudo, maior inibigcdo foi observada na
presenga de glicerol. Baixa inibigdo a solventes como etanol e hexano séao

caracteristicas importantes para lipases com potencial para aplicagdo em sinteses.

Visando a purificagdo parcial ou total das lipases presentes, avaliou-se a
precipitacdo, separacado por sistema bifasico PEG — fosfato e a purificagdo por

imobilizacéo direta. Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que:

v" A baixa concentracdo total de proteina no extrato obtido e a presenca de
biosurfactante (produzido pelo microrganismo nas condigbes de producao de
lipase) ndo proporcionaram a formagao de precipitados estaveis, sendo uma

técnica nao aplicavel para este extrato como etapa de pré-purificacao;

v Nos estudos de purificagdo por sistema bifasico PEG-Fosfato, apenas trés
sistemas apresentaram particbes de lipase e protease para fases opostas
num mesmo sistema. E a escolha de qual sistema utilizar dependera da

aplicagdo ao qual o mesmo se destina;
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v' O extrato bruto Y. lipolytica IMUFRJ 50682 utilizado neste estudo apresenta

pelo menos 3 lipases de tamanhos distintos, as quais puderam ser
identificada por interagao lipase-lipase e pela analise de zimograma utilizando

a-naftil acetato como substrato.

Com base nos dados obtidos nos estudos de caracterizacéo e tratamento da
superficie da fibra, os experimentos de imobilizagdo de CALB em fibra de coco
foram realizados em fibra tratada com H,O, e em fibra tratada com NaOCI/NaOH.
Biocatalisadores mais ativos sdo obtidos imobilizando CALB em fibra tratada com
H,O, frente a fibra natural, sendo este tratamento recomendavel para aplicacdes
onde a estabilidade a altas temperaturas nédo seja fundamental. J& no caso do
extrato de lipase de Y. lipolytica, testou-se apenas fibra natural e tratada com H,0».
O uso de fracdes pré-purificadas influenciou na obtencdo de derivados mais ativos
nos estudos de imobilizagdo de lipases de Y. lipolytica em fibra de coco verde
natural e tratada com H,O,. Além disso, observou-se que o tipo de fibra (natural ou
tratada) nao interfere no fator de estabilidade a 55°C para lipases de Y. lipolytica

imobilizada em fibra por adsorc¢ao.

Por fim, comparando o desempenho dos derivados de CALB e lipases de Y.
lipolytica em fibra de coco como biocatalisadores da reagao de transesterificacao de
Oleo acido de macauba, tem-se que o melhor derivado € CALB imobilizada por

adsorcao em fibra natural.
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10 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A imobilizacao de lipases em fibra da casca do coco verde como suporte para
aplicacdes industriais mostrou que, dentre os tratamentos estudados, para aplicacao
na obtencdo de biodiesel, além do menor custo, o uso da fibra natural promoveu
maiores rendimentos. Contudo, o trabalho deixa pontos que ainda podem ser
explorados, como:

v" Aumento da area superficial da fibra de coco utilizando tecnologias com baixa

carga de poluicao;

v’ Estudar a funcionalizacao da superficie da fibra de coco objetivando aumentar
a concentracado de sitios hidrofébicos;

v' Avaliar o potencial da fibora como suporte de imobilizacdo para outras

enzimas;

v' Investigar a diferenca de particdo das trés lipases identificadas nos sistemas
selecionados por apresentar lipases e proteases em fases distintas do

sistema bifasico PEG-Fosfato;
v Caracterizar as fracoes de lipase pré-purificadas em sistemas bifasicos;

v' Testar o uso de suportes DEAE-agarose com diferentes concentracdes de
aminos ionizados visando a purificacdo por imobilizacdo direta das trés
lipases presentes no extrato bruto rico em lipase de Y. lipolytica IMUFRJ
50682;

v' Sequenciar e caracterizar as trés lipases quanto suas propriedades, em
especial a de 67kDa;

v' Verificar quais das lipases presentes no extrato pré-purificado adsorvem

sobre a superficie da fibra de coco;

v' Estudar a proporcédo das lipases produzidas por Y. lipolytica IMUFRJ 50682
dependendo das condigBes de cultivo;

v/ Otimizar as condic6es para producdo de biodiesel de 6leo acido de macaiba

visando reduzir o tempo de reacao;

v' Estudar formar de melhorar a estabilidade das enzimas imobilizadas em fibra

de coco tratada com H,Oo;
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v' Estudar mais a fundo a inibicdo de DMSO as lipases, determinando K, de

enzima livre e imobilizada;

v Identificar quais das lipases presentes no extrato de Y. lipolytica possuem
bom desempenho para a hidrélise de éleo de pescado.
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APENDICE

Tabela A.1 — Comparacao entre os valores de pH 6timo, temperatura 6tima, peso molecular e ponto isoelétrico (pl) de
lipases obtidas a partir de diferentes linhagens de Yarrowia lipolytioca.

Linhagem pH Otimo pl Temp. Otima (°C)  Peso Molecular (kDa) Referéncia
M. lipolytica 6,2 —-6,5 n.d 28 e 33 n.d Peters e Nelson, 19482
8,2e7,5
S. lipolytica (lipase 1) e 39 (Lipase 1) e 44
(CBS 6303)  8,7,5€7 n.d n.d (Lipase 2) Otaetal., 1982
(lipase 2)
Y. lipolytica 5,0; 5,2; .
(CBS 6303) 7 5.4 37 38 Destain et al., 1997
Y. lipolytica .
Lgx64.81 7 n.d. 37 n.d. Fickers et al., 2006
Y. lipolytica 681 6-7 n.d. 37 n.d. Corzo e Revarh, 1999
Y. lipolytica 5-6 n.d. n.d. n.d. Aloulou et al., 2007
Y. lipolytica 8 n.d. 40 34 Yu et al., 2007
Y. lipolytica AS 8 (LipY7 e 40 (LipY7) e 45 . :
51216 LipY8) n.d. (LipY8) 41 (LipY7 e LipY8) Song et al., 2006
Y. lipolytica Pereira-Meirelles et al.,
IMUFRJ 50682 o n.d o5 n.d 1997

* n.d.: ndo determinado.
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