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RESUMO

Lipases, triacilglicerol éster hidrolases E.C. B3, sdo enzimas que atuam nas ligacdes ésteres
de triacilglicerdis, liberando acidos organicoslieegol. Podendo, em condi¢ées microaquosas,
catalisar a reagao reversa. Uma limitacao da adi#im destas enzimas em processos industriais
reside na falta de estabilidade operacional e r@ossibilidade de sua reutilizacdo na forma
livre. O uso do sistema de organo-géis consisteusra alternativa para a imobilizacdo de
enzimas, e para sua utilizacdo na catalise enzianétn meio orgénico. Neste sistema a enzima
esta localizada no centro micelar (centro aquosodrgano-gel, eliminando o problemas como
de estabilizar a enzima contra inativacdo por ulveste ndo-aquoso. O objetivo deste trabalho
foi desenvolver derivados de lipasesRi@zomucor miehemobilizadas em organo-géis a base
de polimeros, visando a sintese de ésteres etdlipastir de reacdes de esterificacdo de matérias-
primas com elevado teor de acidos graxos livresupsrtes foram obtidos através de diferentes
combinacfes entre os componentes. Utilizaram-senpabds gelatina (Gel), alginato (Alg) ou
guitosana (Qui), fases organicas hexano (Hex) ptahe (Hep) e os tensoativos dodecilsulfato
de sédio (SDS) ou brometo de acetilmetilamdnio (BM)AVerificou-se a estabilidade térmica
da enzima na sua forma livre, determinando seudesiepmeia-vida. Na primeira etapa, foram
produzidos derivados com e sem ativacao via gldido 2% (v/v). A atividade enzimatica foi
avaliada através hidrdlise do p-nitrofenilbutirgffiNPB). Os derivados foram caracterizados
quanto: fator de estabilidade a 60°C em relacdmzama livre, eficiéncia e rendimento de
Imobilizagdo para assim determinar os melhores abatisadores. Dentre os catalisadores
obtidos, os melhores apresentaram eficiéncia déb 4el fator de estabilidade 30 vezes
(Gel/SDS/Hex), eficiéncia de 6,0% e fator de etittdile 1,3 vezes (Alg/SDS/Hep) e eficiéncia
de 1,0% e fator de estabilidade de 2,3 vezes (Q&iSep). Os suportes produzidos ativados
com glutaraldeido 2% (v/v) apresentaram baixasdatiles e eficiéncias, apesar de obterem
valores bons de tempo de meia-vida e fator de iedtade. Os derivados produzidos com o
tensoativo CTABr apresentaram baixas atividadeasiéetias, tempo de meia-vida e fator de
estabilidade. Na segunda fase, os derivados sedsins foram estudados quanto a carga
méxima (50 U.g a 500 U.g) de imobilizacéo e eficiéncia, nas temperaturad %€ e 25°C.
Avaliou-se a aplicacédo dos biocatalisadores nairede esterificagdo do oleato de etila a partir
de acido oleico e etanol, variando a razdo molalo&cool e utilizacdo de agente dessecante
(zedlitas). Verificou-se a estabilidade de estomageb 10°C por um periodo de 100 dias. Todos
os derivados apresentaram melhores eficiénciaganilo carga de 50 U'g apresentando
valores de 4,2% e 4,8% (Gel/SDS/Hex), 2,0% e 2,¥g/$DS/Hep) e 0,9% e 1,1%
(Qui/SDS/Hep ) nas temperaturas de 15°C e 25°@ectisamente. Nas reacdes de esterificacao
os derivados Gel/SDS/Hex e Alg/SDS/Hep obtiveramoma conversfes na razdo molar
acido/alcool 1:10, 72,9% e 16,9%, respectivamentderivado Qui/SDS/Hep obteve 80,0% de
conversdo na razdo de 1:1. Com utilizacdo de asoétit derivado Gel/SDS/Hex aumentou a
conversdo para 79,0% nas razdes 1:1 e 1:5, osadesvAlg/SDS/Hep e Qui/SDS/Hep
apresentaram decréscimo nas conversfes. Durani®(slias de estocagem sob 10°C, os
derivados Gel/SDS/Hex e Qui/SDS/Hep mantiveramdeoe hidrolitica até 40 dias, tendo um
decréscimo ao longo do tempo. O derivado Alg/SD§/bleteve um tempo maior de 60 dias,
apresentando também um decréscimo.

Palavras chave:lipases.Rhizomucor mieheilmobilizacdo. Organo-geéis. Gelatina. Alginato.
Quitosana.



ABSTRACT

Lipases, triacylglycerol ester hydrolases EC 33l.&re enzymes that act on ester bonds of
triacylglycerols, releasing organic acids and gtgteMay in microaquosas conditions,
catalyze the reverse reaction. A limitation of gsinese enzymes in industrial processes is the
lack of operational stability and the inability te-use the free form. The use of organo-gels
system is an alternative for the immobilization erfizymes and to their use in enzyme
catalysis in organic media. In this system the ereyis located in the micelle center (aqueous
center) of the organo-gel, eliminating problemshswas stabilizing the enzyme against
inactivation by a non-aqueous solvent. The aimhif tvork was immobilize lipases from
Rhizomucor miehento organo - gels based on polymers for futungliegtion in ethyl esters
synthesis through esterification of raw materialthvinigh free fatty acids content. Supports
were obtained using different combinations of conmgrds. It was used gelatin polymers
(Gel), alginate (Alg) and / or chitosan (Chi), angaphases such as hexane (Hex) and heptane
(Hep) and surfactants sodium dodecyl sulfate (SBE)acetylmetylamonium bromide
(CTABY). In the first step, derivatives were proddcwith and without glutaraldehyde 2%
(v/v) activation. Enzymatic activity was measurgdhydrolysis of p — nitrophenyl butyrate
(PNPb). Biocatalysts were characterized as: stalati60 ° C and compared to free enzyme,
immobilization efficiency and yield factor, thustdemining the best biocatalysts. Among the
catalysts obtained, (Gel/SDS/Hex) showed the d&ffisiency of 4.1% , 30 —fold more stable;
(Alg/SDS/Hep) with 6.0% efficiency , 1.3 —fold mostable and (Qui/SDS/Hep) with
efficiency of 1.0 % , 1.3 —fold more stable thapeflipase. Obtained supports activated with
glutaraldehyde 2 % (v/v) showed lower activitiesl afficiencies, in despite of having good
values for stability factor. Produced derivativesing surfactant CTABr presented low
activity, efficiency and stability factor. In theesond step, derivatives were analyzed as
maximum load (50 U:ga 500 U.gl) enzyme immobilization and efficiency at 15 ° @i&®5

° C. It was evaluated biocatalysts applicationtimykeoleate achievement in an esterification
reaction, using oleic acid and ethanol, by varyimgar ratio acid / alcohol with and without
using of desiccant agent (zeolite) at 37 ° C andh 24 reaction. Derivatives were submitted
storage stability under 10 ° C studies, for a pknb100 days. All derivatives showed higher
efficiencies using an initial enzyme loading of B0y *, with values of 4.2% and 4.8%
(Gel/SDS/Hex), 2.0 % and 2.3 % (Alg/SDS/ Hep) arl% to 1.1% (Qui/SDS/Hep) at 15 °
C and 25 ° C, respectively. In esterification reaw, Gel/SDS/Hex and Alg/SDS/Hep
derivatives showed higher conversions 72.9 % anfl 4§ respectively, with molar acid /
alcohol 1:10. The chemical derivative Qui/SDS/Hegspnted 80.0 % conversion with molar
acid / alcohol 1:1 ratio. Using zeolites, Gel/SD&tHonversion increased to 79.0 % using
ratios of 1:1 and 1:5, the Alg/SDS/Hep and Qui/SIEp presented a decreasing in
conversions. During 100 days of storage at 10 °QGeJ/SDS/Hex and Qui/SDS/Hep
hydrolytic activity maintained up to 40 days andiecreasing during this period, however,
Alg/SDS/ Hep achieved more than 60 days with agtivi

Keywords: lipases.Rhizomucor miehelmmobilization. Organo — gels. Gelatin. Alginate.
Chitosan.
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1. Introducéo

A producdo mundial anual de Oleos e gorduras, céecQ0 milhdes de toneladas,
torna essa classe de materiais importante no doneernomico internacional (GUNSTONE,
1999; GOMESet al, 2008). A maior parte se destina ao setor alimEntho entanto, é
crescente o interesse de obterem-se produtos q&mécmaior valor agregado a partir dessas
matérias-primas (CASTR@t al, 2004). Apesar de ja existrem no mercado algumas
preparacdes enzimaticas bem estabelecidas, ag@aicas enzimas na industria de Oleos e
gorduras é crescente, 0s processos enzimaticoa afml estdo suficientemente difundidos
nesse segmento industrial. As enzimas podem seregagas tanto para a resolucao de
problemas industriais como também para a formaegwatiutos secundarios indesejaveis, na
producdo de novos tipos de Oleos e gorduras. (AR #ilal, 2010).

A tecnologia de producao de acidos graxos com eawiem a vantagem de poder ser
realizada em condi¢des brandas de temperaturassdor, 0 que reduz o consumo de energia
e de produtos quimicos agressivos ao meio amb{&@&JIAR et al, 2010). Uma grande
limitagdo da utilizacdo de enzimas em processossindis estd na falta de estabilidade
operacional das mesmas e na impossibilidade deresutdizacédo na forma livre e sua
principal desvantagem € a purificacdo para posteplicacdo, além da contaminacdo do
produto desejado devido a solubilidade das enzemasigua (MENDESt al, 2011 a.). A
utilizacdo de enzimas como matéria-prima ndo ré&eadl tem inviabilizado seu uso
industrialmente, pois enzimas possuem um alto cidgando contornar esse problema e
promover a reutilizacdo destas enzimas tém sidiizadas estudos sobre imobilizacdo de
enzimas. (ADRIANO, 2008; VIEIRA, 2009; MENDES al, 2011 a.; BEZERRA, 2012).

Imobilizacdo é definida como o confinamento da mazem um suporte soélido, para
reutilizacdo posterior do biocatalisador, tornarmlgrocesso menos oneroso (GUISAN,
2006). Este método promove uma série de vantageme ceutilizacdo do biocatalisador,
utilizacdo em processos quimicos, reducédo do voleaeional, maior controle operacional,
maior estabilidade térmica e pH e maior facilidatie separacdo do produto final, sem
contaminagdao pelo catalisador (ADRIANO, 2008; BER#R 2012).

A selecdo do melhor método de imobilizacdo devebaseada em parametros como
atividade do imobilizado, caracteristicas de regggé® e inativacdo, custo do procedimento
de imobilizagédo, toxicidade dos reagentes e prdades finais desejadas para a enzima
imobilizada. Diferentes protocolos tém sido empdegana imobilizagéo e estabilizagéo de

enzimas como adsorcdo hidrofébica, adsorcdo ideiceapsulacdo em matrizes organicas,
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inorganicas e em matrizes hibridas e por ligacd@leate unipontual e multipontual em
suportes previamente ativados (MEND&Sl, 2013).

Diversas enzimas, como lipases, proteases, amilzsatases, xilanases sao utilizadas
industrialmente. Dentre estas se destacam as dipdseido a gama de reacdes catalisadas
(esterificacdo, transesterificacdo, amindlise),lta astabilidade em sistemas orgéanicos e
condicOes brandas de reacao (MUSSATeE@I., 2007).

Lipases (E.C. 3.1.1.3) sado enzimas hidroliticas ajueam catalisando a hidrdlise de
lipideos para liberar acidos organicos e gliceMERDES et al, 2013). As lipases sao
também capazes de catalisar a reacdo reversa sulic@®s microaquosas, cComo por
exemplo, a formacao de ésteres a partir de alenasdos carboxilicos. Estes dois processos
basicos podem ser combinados numa sequéncia lopaa efetuar reacbes de
interesterificacdo (acidolise, alcoolise e trare@dstacdo), dependendo dos reagentes
empregados (OLIVEIRAet al, 2000, YAHYA et al, 1998, PAIVA et al, 1997). Este
fendbmeno é devido a sua capacidade de utilizacdonemampla variedade de substratos, a
sua estabilidade na presenca de solventes organecoa sua quimio, regio e
enantiosseletividade (MENDES al, 2013).

A aplicacdo de lipases em reacdes de esterificac@oomissora na producdo de
ésteres de interesse comercial na area de solyefiiesntes, plastificantes, surfactantes,
industria farmacéutica, herbicidas e pesticidasREALHO, 2011; TREICHELet al, 2010;
JOSEPHet al, 2008). Estudos tém sido intensificados devidestabilidade destas enzimas
em diversos solventes organicos, abrindo inimersssilplidades no campo da sintese
quimica, onde as diferentes seletividades de kpasevarias fontes aliada as condi¢des
suaves de temperatura e pressdo em que atuanergpresima enorme vantagem em relacao
aos catalisadores convencionais (VOLPATO, 2009). Emacbes de transesterificacéo,
catalisadores enzimaticos, quando comparados cajuinscos, simplificam o procedimento
para recuperacao de ésteres de acidos graxospeathgos gerados eliminando a geragdo de
residuos (YANGCet al, 2007).

Estudos demonstraram que enzimas podem ser inaakdkzem organo-geéis. O uso do
sistema de organo-géis consiste, portanto em uma akernativa para a imobilizacdo de
enzimas, e para sua utilizacédo na catélise enzianéth meio organico. O organo-gel é obtido
pela mistura de uma solugdo de polimero em agueerge organico e tensoativo. Neste
sistema a enzima esta localizada no centro mi¢egaitro aquoso) do organo-gel, eliminando

0s problemas como de estabilizacdo da enzima cmatiigacado por um solvente ndo-aquoso.
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O sistema final € um gel homogéneo, cuja consigtém@ropriedades fisicas dependem da
concentracao relativa do polimero e agua (JESi#S, 1997).

Recentemente tem-se investigado o potencial datalile lipases imobilizadas em
organo-géis, para a formacao de ésteres, resotlga@bcoois secundarios racémicos, dentre
outros, e estudado o comportamento durante ase®alghesterificacdo neste novo sistema.
As lipases sdo muito utilizadas em sintese orgadéado a sua versatilidade catalitica,
disponibilidade comercial, baixo custo, além de néguererem cofatores (JESUWS al,
1997).

Em funcao destas propriedades, tem sido estudagwaveitamento dessas enzimas
em variados compbs de aplicacdo (VILLENEUVE, 200épmo na formulacdo de
detergentes para limpeza domeéstica, producdo dmadéxs, na industria alimenticia
conferindo aromas e na producéo de biodiesel. dBstmostram que as lipases representam
cerca de 35% das enzimas utilizadas no desenvalimee processos bioquimicos
(PAQUES e MACEDO, 2008).

Neste contexto, esta dissertacdo teve como objdagenvolver derivados de lipases
de Rhizomucor mieheimobilizadas em organo-géis visando a sintesestires etilicos a
partir de reacdes de esterificacdo de matériasagroom elevado teor de acidos graxos livres.

Dentro deste aspecto do objetivo geral, definisem-os seguintes objetivos
especificos:

* Preparacgao e caracterizacéo de biocatalisadordapdos a partir da imobilizagéo de

lipases dd&rhizomucor miehem organo-géis a base de polimeros;

e Avaliacdo do desempenho dos biocatalisadores abtmieanto a atividade dos

derivados, eficiéncia e estabilidade térmica;

 Comparar a enzima solluvel com a imobilizada, airpddas ensaios de estabilidade

térmica, determinando suas eficiéncias, tempo da-wida e fator de estabilidade;

* Avaliagdo dos melhores derivados obtidos quantoadac maxima de enzima

imobilizada por grama de suporte, nas temperatgd$°C e 25°C.

* Avaliagéo da aplicacdo dos melhores derivados abtiin reacdes de esterificacdo do
acido oleico, variando a concentracdo molar acidodd verificando provaveis

efeitos inibitérios causados pelos reagentes.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Enzimas como biocatalisadores

As enzimas sao especializadas na catélise de sehighégicas, possuem uma grande
especificidade e poder catalitico, que sdo supi@os dos catalisadores inorganicos e
organicos. Atuam diminuindo a energia de ativag@messaria para que se atinja um estado de
transicdo e ocorra reacdo quimica, acarretandoner@o da velocidade de uma reacdo. A
atividade catalitica depende da integridade daocordcdo nativa da enzima, pois, se a
enzima for desnaturada ou dissociada em suas slao@s, a atividade catalitica € perdida,
portanto, as estruturas primarias, secundariasatas e quaternarias protéicas sao essenciais
para a sua atividade catalitica (CARNEIRO, 2013).

As limitagcdes existentes na obtencdo de produtdste¥mediarios de interesse
comercial podem ser associados aos tipos de eataliess quimicos utilizados, que sao pouco
versateis e exigem altas temperaturas para atempavel velocidade de reacao. Além disso,
possuem baixa especificidade, geralmente forneceduims de composi¢cdo quimica mista,
ou produtos contaminados, que requerem uma etagtaripo de purificacdo (MARCHETTI
et al, 2007,RANGANATHANet al, 2008, ANTCZAKet al, 2009).

As enzimas atuam em condi¢bes suaves de temperaidrae presséo atingindo
velocidades de reacdo bastante superior ao cd@es quimicos convencionais.
(KRAJEWSKA, 2004; HASANgt al, 2006). Este comportamento das enzimas permige um
reducdo no custo final do processo, com a redugaconsumo de energia e formacao de
subprodutos indesejaveis, devido a sua elevadecifisjglade, resultando em um maior
rendimento do processo, obtencdo de produtos hiadé@geis e reducdo da quantidade de
residuos gerados ao meio ambiente. (CASTRO al, 2004, MENDES, 2009,
VASCONCELLOS, 2010).

Em sua forma solavel, muitas enzimas ndo séo sofminente estaveis nas condi¢cdes
de reacdes desejaveis, devido a fatores como agitagcanica, presenca de solventes, altas
temperaturas, pH, necessidade de cofatores eibigitnpor altas concentracdes de substrato
e produtos, provocando a perda de sua atividadspeciicidade. Atualmente, o principal
objetivo da tecnologia enzimatica € de superarnwenientes que impecam a aplicacdo de
enzimas em processos industriais. Este objetive ped alcancado através da diminuicdo dos
custos de producédo, do melhoramento genético parerdar a expressdo da enzima de

interesse, da imobilizacao e estabilizacdo de eaxinentre outros (VOLPATO, 2009).
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A tecnologia enziméatica apareceu como area detigegdo durante a década de
com a imobilizacdo de enzimas para utilizacdo eotgwsos quimicos (KRAJEWSK
2004). Desde entdo, os processos enzimaticos tlraplicados em diversos setorcomo,
por exemplogconstrucdo de biossensores, terapia enzimatidassignzimatica de compos
bioativos, obtencdo de novcbiopolimeros, processos em industria tradicionais c
curtumes, papel e celulose, téxtil, cosméticosngremutras aplicacd (ADRIANO, 2008).

2.2. Lipases

As lipases (glicerol éster hidrolases, E.C.3.1.fazem parte de um grupo especia
enzimas hidroliticas que catalisam a quebra dedigm éster de triacilglicerois de cac
longa, liberando o4cidos graxos e glicer(CASTROet al.,2004;0LIVEIRA, 2012)

N=0

HO
0

i 0
Lipase | HO

R. 0 + O3IHO T 3 * +
\I/ R OH HO
8] 8)

="
R

Triacilglicerol Acidos graxos Glicerol

Figura 1- Reacgédo de hidrdlise catalisada por Lipases (SALRDAD)

Uma caracteristicidas lipasese o fato de serem mais ativas com 0s subst
insolaveis em agua do que com soluveis (SAXEet al, 2003). Elas sdo Unicas em catal
reacfes na interface agligideo e reveri-las em meio ndagquoso e sua conformagao mi
em contato com um subsio insolivel em agua (SAXENAt al, 2003; TREVISAN, 2004
VASCONCELLOS, 2010)

Reacdes de esterificacdo sdo comercialmente inmpestacom producdes qipode
chegar a milhés de toneladas por ancsteresservem tanto como precursores, ¢ aditivos

para uma variedade de perfumes e sabores, farmacosquagncos, plastificantes
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polimeros, e também como solventes. Muitos ésg@reproduzidos por métodos tradicionais
que incluem sintese quimica e extracio de fontealaEsteres extraidos de plantas sdo mais
escass0s ou caros para uso comercial, enquanttescpiigtetizados por métodos quimicos
usam acidos homogéneos como catalisadores, os gpaesn trazer varios problemas como
corrosdo de equipamentos, perigo no manuseio d#saagorrosivos, ndo reutilizagao,
necessidade de neutralizacdo da massa resultanéagio gerando grandes quantidades de
sal dissolvido, perda de converséao, rendimentdetinddade, bem como poluicédo e alto custo
de manufatura (YADAV e TRIVEDI, 2003).

Reacgbes de esterificacdo catalisada por lipas® esiffie 0s processos quimicos e
bioguimicos de maior relevancia industrial. Esteaifdo catalisada por enzima adquiriu uma
atencdo crescente em muitas aplicacoes, devidopart@mcia dos produtos obtidos. Mais
especificamente, as reacdes de esterificacdosatalipor lipase atraiu interesse de pesquisa
durante a ultima década, devido a um aumento ddeigsteres organicos em biotecnologia e
na indastria quimica (STERGIO&t al.,2013).

Lipases tem sido frequentemente utilizada como atétisadores industriais na
modificacdo de gorduras na industria de cosmégasnentos, em reacdes de esterificacéo e
transesterificacdo. Além destas aplicacdes, eatasas vém sendo empregadas na resolucao
de misturas racémicas de alcoois, ésteres e agidmss (OLIVEIRA, 2012). Estes ésteres
sao utilizados em solventes, esséncias, herbieidas producdo do biodiesel (CARNEIRO,
2013).

As lipases nao s6 atuam na hidrolise de lipidemsioctambém tem a capacidade de
catalisarem a reacao reversa sob condicbes miasasjucomo por exemplo, a formacgéo
ésteres a partir de alcool e acidos carboxilicetesEprocessos podem ser combinados para
resultar em reacdes de interesterificacdo (aceldlialcodlise e transesterificacdo),
dependendo dos reagentes empregados (CASIR 2004, CARNEIRO, 2013).

Lipases séo produzidas por muitos microrganismosgy(s e bactérias) e eucariontes
superiores (vegetais e animais) (TREVISAN, 2004n ponto de vista econdémico e
industrial, a maioria das lipases comerciais é dgem microbiana, obtidas por meio de
fermentacdo, sao preferiveis com relacéo as dedal# animais e de plantas, por sua relativa
facilidade e abundancia de microrganismos capazssitetiza-las (BARON, 2008).

Microrganismos produtores de lipases tém sido dmmdos nos mais diversos
habitats, como residuos industriais, industriagldes vegetais, laticinios, solo contaminado
com Oleo, semente de oleaginosas, alimentos emmpesicido, pilhas de compostagem
(TREVISAN, 2004; VASCONCELLOS, 2010).
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Entre as lipases, as ddumicola lanuginosa, Rhizopus delemageotrichum
candidum Rhizomucor miehePseudomonas gluma€andida rugosa, Candida antarctica
Chromobacterium viscosyrfipase pancreatica de cavalo, pancreatica huragrencreatica
bovina, tém sua estrutura determinada. A massacuolaledestas enzimas varia de 20 a 75
kDa. Seu ponto isoelétrico varia em uma faixa 6ee37,6, sendo a maioria com plentre 4 e 5
(DALLA- VECCHIA et al, 2004). Sado usualmente estaveis em solucdo adqenseas a
temperatura ambiente, apresentando, em sua matoidade 6tima na faixa de temperatura
entre 30°C e 40 °C (MENDES, 2009).

2.3 Lipases deRhizomucor miehei

Lipases deRhizomucor mieheisdo enzimas extracelulares de origem fungica,
constituidas de 269 aminoacidos, com massa motedeld9 kDa e um ponto isoelétrico de
3,8 (RODRIGUES e FERNADEZ-LAFUENTE, 2010; OLIVEIR2Z0D12).

Seus sitios cataliticos sao formados pelos residlos aminoacidos serina 144,
histidina 257 e aspartato 203 (BRADat al, 1990). Os residuos serina 82 e leucina 145
constituem a “cavidade do oxianion” (NORHEY al, 1994). A regido da tampa hidrofdbica,
chamada de lid, é constituida de residuos de amduasique vao desde a posicédo 85 até a 91
(BRZOZOWSKIet al, 1991).

Atualmente, as lipases dghizomucor miehesdo comercializadas na forma soluvel
(Palatase 200L) ou na forma imobilizada (Lipozyni& BM), por fabricantes como a Sigma e
a Novozymes (RODRIGUES e FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).

2.4 Imobilizagdo de Enzimas

Enzima imobilizada é definida como a enzima fisieatae confinada ou localizada em
certa regido do espaco, com retencdo de sua alévidatalitica, a qual pode ser usada
repetida e continuamente (CHIBATA, 1978).

As enzimas, como por exemplo, as lipases, sao nemipregadas industrialmente.
Entretanto, a aplicacdo de enzimas em solventénioas tem sido dificultada, devido a
baixa atividade catalitica comparada a obtida eno rmguoso e pelo seu alto custo de
producdo. Por outro lado, técnicas como a imolg@izaem suportes solidos tém provado
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serem Uteis para aumentar a atividade enzimaticaamimentes microaquosos, além de
possibilitar a reutilizacdo da enzima, com issotrdonindo para reducédo de seus custos de
producao, tornando vantajoso o uso de enzimas ece$sos industriais (SALUM, 2010D

uso de lipase imobilizada em processos de estg#icleva a altos rendimentos do éster sob
suaves condi¢Oes de operacgao, dispensando etegtasqres de purificacdo (GARCIgt al,
2000 a, b).

A imobilizacdo de enzimas em suportes solidos atamanresisténcia mecanica dos
catalisadores, como a sua estabilidade térmicamitpeuma facil separacédo do catalisador
imobilizado do reagente e do produto. No entantonm@bilizacdo deve ser irreversivel e
estavel sob as condicbes de reacdo adversas. Amamemmpo, alta atividade, boa
acessibilidade aos substratos e tempos de respodtss deve ser mantidos, enquanto a
lixiviacdo da biomolécula tem de ser evitada (MIGH4 2010).

As vantagens obtidas pelo processo de imobilizaé&oo aumento da estabilidade
térmica do biocatalisador, aplicacdo em reatores oaior controle do processo, podendo ser
usadas elevadas concentracdes de enzimas, peomitnd reutilizacdo sem perdas
significativas da sua atividade catalitica. As pipais desvantagens deste processo sao
alteracdo da conformacgao nativa da enzima, cussuporte e perda de atividade durante o
processo de imobilizacdo, interacdo suporte eneimaeducdo da atividade catalitica devido
aos efeitos difusionais, de microambiente e estgmonformacionais. (ADRIANO, 2008).

A possibilidade de reutilizacdo ou uso continugolubilidade e estabilidade séo
caracteristicas desejadas comercialmente, ofeeepmtauma enzima quando esta se encontra
imobilizada em suporte inerte adequado. (ADRIANQOQ®). Para alcancar bons resultados
em um processo de imobilizacdo enzimética € imptateonhecer a enzima utilizada, suporte
para imobilizacéo, agente ativador e metodologisnddilizacdo (BEZERRA, 2012).

As propriedades da enzima tais como massa moleculantidade e distribuicdo das
regides hidrofébicas na superficie da enzima, narderresiduos da enzima que podem reagir
com o suporte e protocolo de ativacéo utilizadob&m podem influenciar na quantidade de
enzima imobilizada ao suporte (MENDES, 2009). Edrtante em operacdes industriais usar
suportes com elevada quantidade de enzima imaddjzzonduzindo a uma menor massa de
catalisador gasto por volume do reator, permitincioa alta estabilidade operacional ao
catalisador e, consequentemente, aumentando sabi@lade (ADRIANCet al.,2005).
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2.5 Métodos de Imobilizagéo

A imobilizacdo pode ocorrer através da encapsulagibgacdo da enzima em um
material insoltvel, pelo uso de um reagente multifonal através de ligacbes cruzadas,
confinamento em matrizes formadas por géis poltoériou encapsulacédo através de uma
membrana polimérica. A Figura 2 mostra a clasgiicados métodos utilizados para
imobilizacdo de enzimas (DALLA-VECCHIAt al, 2004).

Meétodos para Imobilizagdo de enzimas

I ' 1

Encapsulagio Ligagdo
I ]
| | Por :st;io Por ll!r:;iu
Em matrz Em membrana (fisrca ou sdmuca) C m‘:.luur

ar. e mmmp:cas enlre 3 cnima

d s A A
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Figura 2- Métodos para imobilizagdo de enzimas (DALLA-VECBHet al. 2004).
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A imobilizacdo no interior do suporte pode ser diva em separacdo por membranas
ou entrelacadas em polimero ou matriz. No métodeeg@racdo por membrana, a enzima
encontra-se fisicamente separada do meio de reag@vges de uma pelicula (membrana)
semipermeavel, podendo ser realizado pelo mecandgnmicroencapsulamento, onde a
enzima é imobilizada no interior de esferas nalaigy cujo envoltério é constituido por um
polimero geleiforme e semipermeavel ou por memisrditaosas semipermeaveis, que
consiste no confinamento da enzima numa dada relgi@wlucéo através de uma membrana
semipermeavel. No método de confinamento em madrienzima € aprisionada entre as

malhas de um polimero geleiforme (BARON, 2008).
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O encapsulamento de enzimas tem uma grande infdu&mac desenvolvimento de
biocatalise, biossensores e biocombustivel. Osriamst@ncapsulados, como por exemplo, a
silica, titania, alumina e zirconio, sdo geralmegteémicamente inertes, hidrofilicos e
termicamente estaveis, 0 que pode evitar a desigdturdas enzimas. Neste método néo €
necessdaria uma ligacdo covalente com o grupo amincarboxilico das enzimas, por isso
raramente muda a conformagdo espacial das enzidlgsn disso, o processo de
encapsulamento € normalmente realizado a temparaorbiente, o que favorece a
preservacdo da atividade destas enzimas ftldl, 2013). A enzima € delimitada por uma
matriz polimérica, que protege a partir de agregagadesnaturacdo por desdobramento.
Portanto, ndo é necessario anexar as moléculaszima para as paredes de gel. Estas
interacfes podem afetar negativamente o desemplaishenzimas (CUMANAL al.,2013).

A imobilizacdo sobre um suporte pode ser dividida ienobilizacdo por ligacao
covalente, como 0 proprio nome sugere, a enzimgagld ao suporte mediante ligacdes
quimicas covalentes ou através de ligacdes cruzgdasado normalmente estabelecidas entre
0S aminogrupos primarios e os anéis fenolicos dusaacidos constituintes da enzima, com
0s grupos reativos do suporte (BARON, 2008); p@oegho fisica ou iGnica que consiste na
adsorcdo da enzima em um suporte inerte, atravégaddes eletrostéticas ou hidrofobicas,
tais como interacdes idnicas, forca de Van der $Vdiljacdo de hidrogénio e interacdes
dipolo-dipolo. Este tipo de imobilizacdo causa ymeguena modificacdo na estrutura nativa
da enzima, quando comparado aos outros tipos deilinagéo e, por isso, geralmente nao
promove a perda da atividade catalitica (BARON.ZBEZERRA, 2012).

Dentre todos os métodos, a adsor¢do ainda € outiisdo para imobilizacdo de
lipases, devido a grande porcao hidrofobica demtasmas, a facilidade e simplicidade na
metodologia, e por ser economicamente mais banaten®s agressivo em relacéo 4 atividade
enzimatica. No caso de lipases, verificou-se gqeocesso de imobilizacdo por adsorgéo e
por interacdo hidrofébica pode propiciar uma ativagla enzima e um aumento de sua
estabilidade frente a temperatura (SECUN&@I,2008, KNEZEVIC et al., 2002, PAIVAt
al., 2000, BARON, 2008).

2.6 Suportes para imobilizagéo

As principais caracteristicas a serem observadaglegdo de um suporte para uma

determinada aplicacdo sdo area superficial, periizate, insolubilidade, capacidade de
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regeneracao, morfologia e composicao, naturezafflida ou hidrofébica, resisténcia ao
ataque microbiano, resisténcia mecanica, custdraoOs suportes podem ser classificados
como organicos e inorganicos e também podem sssifitados conforme sua morfologia
como materiais porosos, ndo porosos e de estrdéugal, como mostra a Tabela 2 (DALLA-
VECCHIA et al,, 2004).

Tabela 1-Classificacdo dos suportes conforme a composhMadificado de GUISAN, 2006.

Polissacarideos: Agarose, quitosana, alginato

Polimeros £ outros.
Suportes naturais Proteinas: Colageno. albumina.
orginicos Carbonos
PPh',m_!ms Poliestireno, poliacrilato, poliamidas.
sinteticos
1[I_|1E]‘ﬂ.ls Arela, betonita, silica.
Suportes naturais
Morgamcos Materiais Vidro (ndo poroso e poro controlado), metais,
processados oxidos.

Suportes inorganicos sédo bastante adequados pasa hdustrial, devido as suas
propriedades fisicas, além de vantagens como elewesisténcia mecanica, estabilidade
térmica, microbiolégica e a solventes organicos. &wanto, a maioria das enzimas
imobilizadas e comercializadas séo obtidas comizestorganicas, provavelmente, devido a
grande variedade de grupos funcionais reativospgaiem ser adicionados a estes suportes
(ADRIANO, 2008, VIEIRA, 2009, BEZERRA, 2012).

Os suportes porosos que possuem area superficisd maior que a enzima sao 0s
mais adequados, pois permitem interacées enzimexfsip, ideais para estabelecer ligacdes
em varios pontos com a enzima, sem impedimentoi@siADRIANO, 2008). Os materiais
ndo porosos eliminam a resisténcia de massa ingon@m apresentam baixa area superficial
disponivel para a ligagdo da enzima. Visando ag&uldeste problema, podem ser utilizadas
particulas finas ou fibras, porém, outras dificdie surgem quando se utilizam particulas
muito finas, como por exemplo, a alta queda despe® baixas vazfes para operacdo em
reatores continuos (ADRIANO, 2008, MENDES, 20097ZBRRA, 2012).
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O suporte para imobilizacdo de enzimas deve apsrseamerosos grupos de fécil
ativacdo para participar de multiplas ligacbeseens grupos reacionais. Para se conseguir
uma imobilizacdo com multiplas ligacdes, necessitaima elevada densidade de grupos
funcionais no suporte e uma congruéncia geometitae 0 suporte e a enzima. Esta
imobilizacdo multipontual da enzima ao suporte aumea estabilidade enzimatica
(ADRIANO, 2008).

2.7 Organo-géis

O uso do sistema de organo-gel consiste em altesingara a imobilizacdo de
enzimas, para sua utilizacdo na catalise enziméticaneio organico. Neste sistema a enzima
encontra-se confinada no centro micelar, na poegimsa do organo-gel, como mostra a
Figura 3 (JESUS®t al, 1997).

_gotas de
microemulsio

Figura 3-Modelo proposto para a estrutura do organo-gell(DVECCHIA et al,2004).
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O sistema organo-gel consiste em uma dispers&opsca e opticamente transparente
de 6leo em agua (O/W) ou de agua em o6leo (W/OYoome a Figura 4, onde o 6leo € um
solvente orgéanico (hexano, heptano). Os organo-gfis sistemas organizados, por isso,
faceis de serem preparados. Sao obtidos atravessfiiamento de uma solugcédo previamente
aquecida a 55°C, de um tensoativo em solvente m@d&hexano, heptano) e uma solugao
aquosa de um polimero. O sistema final € um gel dgémeo, cuja consisténcia e
propriedades fisicas dependem da concentracdo limgpo e agua. Portanto, as gotas
aquosas do organo-gel encontram-se em equilibnowuoa estrutura de polimero e da agua,
rodeada por um tensoativo (JES&t&l., 1997).

Fase continua (agua) Fase continua (0leo)

Fase dispersa Fase dispersa

Tensoativo Tensoativo

@ (®)

Figura 4-Estrutura proposta do organo-gel 6leo em agua &ua em 6leo (b) (ROS& al,
2007).

Estes organo-geéis sédo produzidos a partir da adie@mentes geleificantes, como por
exemplo, a gelatina, derivados de celulose ou a@jginato de sddio, quitosana, obtendo-se
uma matriz adequada para a imobilizacdo de enziasermo “"gel" é utilizada para
caracterizar os sistemas soélidos ou semi-solidossistindo em pelo menos dois
componentes. Sdo sistemas condensados compostanptiguido, enquanto que no seu
interior ou outro solvente organico, moléculas poder transferidas (por exemplo, por meio
de difusdo). Quando o liquido é agua, eles sao attasnhidrogéis e quando o liquido é éleo
sdo chamados organo-géis (ZOUMPANI@Thl, 2010).

Lipases imobilizadas em organo-géis mantem su&atle catalitica e estabilidade

para longos intervalos de tempo. Além disso, nan@adas condicdes, a matriz de gel retém
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totalmente o surfactante, polimero, dgua e enzintae permite a difusdo de substratos ndo
polares ou produtos entre a fase nao polarpeibstsde gel (REESt al, 1991).

Organo-géis contendo a enzima oferecem muitas gamsatais como a capacidade de
dispersar o biocatalisador a um nivel molecularcerporar cofator enzimatico (FADNAVIS
e KOTESHWAR, 1999). No entanto, apresentam incolevees, tais como a sua baixa
estabilidade térmica e mecéanica e a sua baixdaéesia em ambiente hidrofilico, o que leva a
utilizacdo de outros componentes de biopolimeromocoos derivados de celulose
(DELIMITSOU et al, 2002, ZOUMPANIOTIet al, 2010).

2.8 Gelatina

A gelatina é um biopolimero extraido por hidrold® colageno, proteina insoluvel,
encontrada na pele e cartilagem de bovinos, suéngmixes, contendo uma série de
fragmentos proteicos, que quando absorvidas pejan@mo sdo parcialmente digeridas
fornecendo aminoacidos. Sao fundamentais para evwgid dos 0SsS0S e reconstrucdo ou
regeneracdo de algumas articulagbes (CHEMI, 2005). A gelatina contem um ndmero
grande de glicina (quase 1 em 3 residuos), proéinaesiduos de 4- hidroxiprolina
(ADRIANO, 2008).

A superposicao da tripla hélice produz as fibras@éageno, que sao estabilizadas por
meio de ligacOes cruzadas e formam uma estruturadee tridimensional. Esta estrutura €
responsavel pela insolubilidade do colageno, ondeés de uma hidrolise parcial bastante
forte é transformado em colageno soluvel, resuttaod em gelatina, ou em colageno
hidrolisado (SOUZA, 2013).

Existem dois tipos deste biopolimeros: tipo A e tifh a gelatina tipo A é derivada de
um percussor acido, e a gelatina do tipo B é déovde um percursor alcalino (SOUZA,
2013; ADRIANO, 2008).

2.9 Alginato de sodio

O alginato de sodio pode ser encontrado na form@odao ou grosso quase inodoro

e insipido, de cor branco-amarelada, pode ser idatrde algas marrons. E bastante

hidrossoluvel, formando uma solug&o coloidal viecdéa industria alimenticia, é usado para
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cosméticos em suspensado, como goma e como ligageessante em comprimidos. Os sais
de varios cétions polivalentes e o acido algingeco propriedades Uteis para formacao de géis.
Tem aplicacdo na geleificacdo para varios fins camabilizacdo enzimatica, formacao de
membranas e encapsulacéo de drogas (ADRIANO, ZDABRNEIRO, 2013).

O alginato pertence a familia de copolimeros basarcomposto por acidp-D-
manurdnico (M) e acida-L-gulurdnico (G), de larga variacdo na composiedestrutura
sequencial (Figura 5). Esses residuos sao unidodigagdes 1— 4 e podem variar
largamente em sua composi¢cdo e sequéncia dependandiagem da alga. (TURBIANO,
2007; ADRIANO, 2008; CARNEIRO, 2013).

000 Co0-
\\‘ ‘ _:-""0 H D_ \
' O | COH
. o0 |
-00C Q
O~ I~
OH
in

Figura 5-Estrutura quimica de alginato (CARNEIRO, 2013).

2.10 Quitosana

A quitosana é um oligossacarideo derivado da @uitpoli-N-acetilglicosamina,
polimero mais abundante na natureza depois daoselutliferenciando-se apenas nos grupos
funcionais, como mostra a Figura 6 (KRAJEWSKA, 20@4qual pode ser facilmente obtido
de fontes naturais como o rejeito de indUstriagjyesas, principalmente nas carapacgas dos
crustaceos, notadamente camardo, lagosta e ca@ngoastituindo cerca de 30% do
exoesqueleto destes ultimos (CARNEIRO, 2013; SANTZD31).
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CH,OH CH,OH CH,OH
0) 0O 0O
OH Ol M oH
NH, NHCOCH, OH
L —1n [ 1 n L —1n
a b C

Figura 6-Estrutura dos biopolimeros (a) quitosana, (b)imgie (c) celulose (BEZERRA,
2012).

Dentre os diferentes suportes usados na imobilizdedenzimas, quitosana tem sido
amplamente empregada devido seu baixo custo, atéxigossuidor de grupos amino
primarios funcionais em potencial, disponibilidasla grandes quantidades, e possibilidade
de aplicacdo em diversos processos industriais [®*\ 2011). Estes polimeros naturais
apresentam vantagens em relacdo aos sintéticodepem menos limitacbes quanto a
biodegradabilidade e biocompatibilidade, porém podexibir uma limitagdo em suas
reatividades e processamentos (ADRIANO, 2008).

Devido a sua alta percentagem de nitrogénio (6,89%)parado a celulose sintética
substituida (1,25%), a quitosana é um potente agegeteificante, propriedade que é
responsavel por muitas aplicagfes desta em diveetoses de sintese e producédo industrial,
ou seja, suas propriedades atOxicas e sua fadlafiio de géis sdo de grande interesse
industrial (BERGERet al,, 2004).

O emprego de quitosana como suporte em imobilizalgh@nzimas torna-se uma
opcao atrativa por apresentar uma maior afinidamteppoteinas, por apresentar um maior
numero de grupos aminos livres reativos em sua auaéHIRANO, 1996, BEZERRA,
2012).

2.11 Esterificacéo

Reacdes de esterificacdo sdo empregadas na prodacéompostos de alto valor
agregado na industria de farmacos e polimerosint@se de agroquimicos e na producao de
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combustiveis, como o biodiesel e surfactantes biadi&veis. Os ésteres conferem sabor e
aroma caracteristico de frutas, sdo atualmenteaiseampregados como agentes flavorizantes
e aromatizantes na industria de alimentos, de dosyeée na industria farmacéutica
(MARTINS et al.,2011 ; MAHAPATRAEt al,2009).

Nas ultimas décadas, uma crescente demanda pant@soabtidos de fontes naturais
desencadeou um avango nas pesquisas que Vvisamitusubss processos quimicos
tradicionais onerosos e ambientalmente insegurosgbas biotecnoldgicas (enzimaticas ou
fermentativas) economicamente viaveis para a oéterteg alguns compostos, incluindo
ésteres, que podem ser utilizados por diversos esetgrdo setor industrial (ABBA& al.,
2002; SERR/Aet al, 2005; DUBALet al, 2008).

Estas reacOes catalisadas por lipases em meiosar@ncionais como solvente
organico, liquidos iénicos ou fluidos supercritictessn sido apontados como uma alternativa
promissora para a producdo de alguns ésteres elesse comercial em substituicdo aos
processos quimicos convencionais (RADZI, 2011; EEENLAH et al.2007).

As lipases catalisam a hidrolise total ou parcialtdacilglicerol liberando acidos
graxos, diacilglicerdis, monoacilgliceréis e gligisr agindo apenas na interface oOleo/agua,
podendo catalisar também reacdes de esterificagisesterificacio e interesterificagdo em
solventes orgénicos. A vantagem de se utilizar gget enzimatico € devido ao bom
rendimento obtido, maior seletividade, inexisténd& rejeito aquoso alcalino e menor
produc&o de outros contaminantes (ARAUJO, 2009).

A reacdo de esterificacdo é a reacdo inversa dalisg ocorrendo entre alcoois e
acidos graxos livres. A relagédo entre as velociglatiereacdo direta (hidrélise) e da reacdo
inversa (esterificacdo) € normalmente controlada penteido de 4gua do meio de reagéo
(CARVALHO et al, 2003; OLIVEIRA, 2004; ARAUJO, 2009).

Estudos recentes revelaram que, em reacOes ddiestéo, a atividade das lipases
esta relacionada com os efeitos do microambieniz aBvidade € atribuida a inacessibilidade
do substrato, em vez que a enzima pode sofrer tleagao, devido a composicao interfacial.
Fatores como a ocorréncia de agua, que é um fadiedfilo, ndo favorece a esterificacéo.
Além disso, os efeitos do acido organico e o com@nito da cadeia do substrato sdo
significativos em reacgOes de esterificacdo catiisapor lipases. A temperatura e o pH
também sao fatores que geralmente afetam a e&steéib. Cada enzima possui seu valor
otimo de atuacdo. Qualquer fator, que afeta ligagdosubstrato, influencia a taxa de
esterificacdo (STERGIO#¥t al.,2013).
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3. Materiais e Métodos

Neste capitulo sdo apresentados os materiais scag@® das metodologias utilizadas
durante o desenvolvimento deste trabalho. Os expeibs foram realizados nos
Laboratérios do Grupo de Pesquisa e ProcessoscBatgicos (GPBio) no Departamento de
Engenharia Quimica (DEQ) da Universidade Feder&etra (UFC).

3.1 Materiais

Como suportes para imobilizacéo utilizou-se gedatgm pod incolor sem sabor da
marca Oetker®, alginato de sédio P.A (Dinamica, ®P)yuitosana em pé (grau de
desacetilacédo de 85, 9%) adquirido junto a POLYMAR LTDA.

Para a preparacdo dos suportes, utilizaram-se gusnges reagentes: hexano P.A
(Synth, SP), N- heptano P.A (Vetec, SP), dodeddsul de sodio (SDS), brometo de
acetilmetilaménio (CTABR) (Sigma Chemical Compai$t, Loius, EUA), acido acético
glacial 95%, alcool etilico P.A, dentre outros myags todos de grau analitico e de diversas
marcas.

Foi utilizada Lipase (EC 3.1.1.3) dghizomucor mieheiPalatase® 20,000 L, sua
atividade foi de 250,5 + 1,9 ddpemL™ de extrato enzimético (6,87 + 0,011 mg de
Proteina.m[*de extrato enzimatico), da marca Sigma Chemicalf@om (St Louis, EUA).

Como agente ativante utilizou-se o glutaraldeido%25v/v), comercializado pela
Vetec/SP.

A atividade hidrolitica da enzima soluvel e imatalia foi determinada a partir da
hidrolise do substrato p-nitrofenilbutirato (pNPB3dquirido junto a Sigma Chemical
Company (St Loius, EUA).

Para reacao de esterificacdo enzimatica foranzauditis como substrato &cido oleico
(Vetec/SP) e alcool etilico absoluto 99,5% (Syr®)/S

Para a analise de proteinas utilizou-se como réagefzul brilhante de Coomassie G
250 da marca Vetec/SP.
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparacéo e imobilizacdo da enzima em orgaigel utilizando gelatina em p6

A metodologia utilizada foi adaptada de DALLA-VEC@Het al, (2004).

Adicionou-se 10QuL de enzima (27 U. §de suporte) em 1 mL de agua destilada e
em seguida mediu-se 0,2g de gelatina, a mistune&tizada em banho maria a 50°C, por um
curto periodo de tempo necessario para dissolugd@eldtina, ndo ocasionando desnaturacao
enzimatica. Dissolveu-se 0,04g do tensoativo (SDSC®ABr) em 4 mL da fase organica
(hexano ou heptano). Os dois sistemas obtidos fongsturados e agitados por 10 minutos
até formacdo de um sistema homogéneo. Apos a ¢@om@do organo-gel, fez-se a pesagem
do mesmo e armazenou-se em geladeira por 5 mi(fitpga 7).

Foi feita uma combinacdo entre os componentesndbtse os seguintes derivados:
GEL/SDS/HEX, GEL/SDS/HEP, GEL/CTABr/HEX, GEL/CTAB{EP. Sendo GEL:
gelatina, SDS: dodecilsulfato de sodio, HEX: hexdbABr: brometo de acetilmetilam®onio,
HEP: heptano.

I
ImL Agua destilada 0.04g tensoativo
100pL enzima
0,2g gelatina 4mL fase orginica
(banho-maria/ 50°C) 9

Y

Homogeneizados e
armazenados em geladeira
por 5 minutos

Figura 7-Fluxograma mostrando a preparacdo e imobilizagi@ntzima em organo-gel a
base de gelatina.
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3.2.2 Preparacdo do organo-gel utilizando gelatinaseguido de ativagdo com
glutaraldeido 2% (v/v)

O preparo do organo-gel foi de acordo com o desaootitem (3.2.1), sem adicéo da
enzima. Apds a formulagdo, os organo-géis foramadtis com glutaraldeido 2% (v/v).

Os suportes foram lavados com agua destilada s seecdbomba a vacuo, em seguida
suspensos em solucdes de glutaraldeido 2% (v/viaempéo fosfato 20 mM, pH 8,0, sob
agitacao a 25°C por 10 minutos. Decorrido o tenapsuporte foi lavado com agua destilada
para remocdo do glutaraldeido residual, em sedfiiilado a vacuo de acordo com o
fluxograma representado na Figura 8.

1g de suporte
gelatina

Adicionar soluc¢io de ]
glutaraldeidoem tamp3o fosfato
de sodio 20mM, pH 8,0

[ Manter sob agitacido suave por
L 10 min 4 temp eratura ambiente

k 4

Filtrar 4 vacuo e lavar com
Agua destilada

Figura 8-Fluxograma mostrando a preparacédo e ativacdogémorgel a base de gelatina via
glutaraldeido 2% (v/v).

3.2.3 Preparacéo e imobilizacdo da enzima em orgaigel utilizando alginato de sddio

Mediu-se 0,04g de alginato de sodio e dissolveerse2 mL de agua destilada,
misturou-se por 10 minutos. Separadamente, mediy&ty do tensoativo, neste caso foi
utilizado somente o SDS, pois o0 CTABr, nos orgaéis-gproduzidos anteriormente, nao

obtiveram bons resultados, devido a provavel desagdo enzimatica causada pelo
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tensoativo, e adicionaram-se 4 mL da fase orgameafio ou heptano). As duas fases foram
misturadas até obter-se uma fase homogénea. Endaegdicionou-se 180L da enzima (50
U/g de gel). Em seguida, o organo-gel foi submemsosolucdo de CagLb% (m/v) por 5
minutos, para que ocorresse a coagulacdo do alglmé&drmacédo de particulas. Lavou-se o
organo-gel com tampéo fosfato de sddio 25 mM, @Hpéra retirada do excesso de GaCl
com a fase organica (hexano ou heptano) paradetida excesso de agua e submetido a
filltracdo a vacuo (Figura 9). Obtiveram-se os gsagsi derivados: ALG/SDS/HEX,
ALG/SDS/HEP. Sendo ALG: alginato, SDS: dodecilswfde sodio, HEX: hexano, HEP:

heptano.

0,04g alginato de sédio 0,049 SD? _
2mL de agua 4mL fase organica
° (hexano/heptano)

18QuL enzima (50U/g de gel)

l

Manter submerso em
solugéao de CaCl 5%/ 5 min

{ Homogeneizar e adicionar ]

Lavar com tampao fosfato
de sbdio 25 mM pH 7,0

l

{ Lavar com fase organica ]

(hexano/heptano)

[ Filtrar a vacuo ]
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Figura 9-Fluxograma do preparo do organo-gel a base deatni

3.2.4 Preparacdo do organo-gel utilizando alginatde sodio seguido de ativagdo com
glutaraldeido 2% (v/v)

O organo-gel foi preparado de acordo com o desndtdem anterior, sem adi¢éo da
enzima. Posteriormente, foi realizado o processmaeilizacdo nos suportes produzidos.

Os suportes foram lavados com agua destilada & secdbomba a vacuo e suspensos
em solucdes de glutaraldeido 2% (v/v) em tampéatatm20 mM, pH 8,0, sendo a mistura
colocada sob agitacdo a 25°C por 10 minutos. Didooo tempo, o suporte foi lavado com

agua destilada para remocéo do glutaraldeido rsédn seguida filtrado a vacuo.

3.2.5 Preparacéo e imobilizacdo da enzima em orgaigel utilizando quitosana em po

Preparou-se uma solugdo de &cido acético 5% (ph)ajustado para 5,0 e nesta
solucéo adicionou-se quitosana até concentrac&éoden/v).

Mediu-se 0,049 do tensoativo SDS e dissolveu-sd eni. da fase organica (hexano
ou heptano), em seguida, adicionou-se a enzimaJ(§® de suporte) e 4 g da solucdo de
quitosana, agitando até completa homogeneizacawgéno-gel foi colocado em geladeira
por um periodo de 20 minutos, decorrido o tempoiaddu-se tampao bicarbonato de sédio
25 mM, pH 10,0 por 30 minutos, para que ocorresseudralizacdo do pH e coagulacdo da
quitosana, em seguida retirou-se o0 organo-gel @aadiu-se em alcool etilico 99,5% por 10
minutos, até ficar com consisténcia de gel, emidagu derivado foi lavado com o solvente
(hexano ou heptano) e seco em bomba a vacuo deéocacom o fluxograma representado na
Figura 10.
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4g da solucko 0.04g SDS
quitosana‘acido acético 1mL fase organica
5% (mAv) (hexano/heptano)

Adicionar enzima (50U/g de gel).
homogeneizar € armazenar em
geladeira’20 min

!

Retirar o gel e adicionar

dlcool etilico /10 min

l

Lavar com fase organica

(hexano’heptano)

[ Secar a vacuo ]

Figura 10-Fluxograma mostrando o preparo do organo-gel @ hagjuitosana.

3.2.6 Processo de imobilizacdo da enzima ao suporte

A imobilizacdo da lipase nos suportes ativados gtutaeraldeido 2% (v/v) foi feita
através do contato desses suportes com uma saagwima, carga oferecida 50 U/g de gel,
dissolvida em tampéao fosfato de sédio 20 mM, piHa8razao de 1/10 (m/v), incubados sob
agitacao suave em agitador rotativo a 25°C por ariogo de 3horas. Decorrido tempo de
imobilizacdo, os derivados foram lavados com &gestildda para remo¢do de enzima
residual e secos em bomba a vacuo.

Obtiveram-se os seguintes derivados: GEL/SDS/HEXYGGEL/SDS/HEP/GLU,
GEL/CTABIr/HEX/GLU, GEL/CTABIr/HEP/GLU, ALG/SDS/HEX/GU,
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ALG/SDS/HEP/GLU. Sendo GEL: gelatina, ALG: algina®DS: dodecilsulfato de sodio,
HEX: hexano, GLU: glutaraldeido, CTABr: brometoateetiimetilaménio, HEP: heptano.
Durante o processo de imobilizacdo reservou-se alfgaota da solucdo enzimatica
para verificacdo de uma possivel queda da atividadenatica. Essa aliquota foi mantida sob
as mesmas condi¢cdes de imobilizacdo. Foram resiradmbém aliquotas da solucdo
enzimética sobrenadante ao final da imobilizac&a paterminacdo da atividade hidrolitica

residual.

3.2.7 Determinacao de proteinas

O teor de proteina das preparacdoes enzimaticasiei@rminado pelo método de
Bradford (1976), baseado na ligacdo do corante Awilihante de Coomassie G 250 a

proteina.

3.2.8 Determinacao da atividade hidrolitica da enma soluvel e imobilizada

A atividade hidrolitica da lipase dehizomucor miehesoluvel e imobilizada foi
determinada pela hidrélise do pNPB, avaliada espletbmetricamente com comprimento de
onda 400 nm.

O método consiste na preparagédo da solucdo de pineB,26.L do substrato foram
diluidos em 10mL de &lcool isopropilico, 1 mL destducdo foi adicionada a 29 mL de
tampéao fosfato de sodio 25 mM pH 7,0, adicionou-8@ uL da solucdo de enzima, para
determinacdo da atividade da enzima soluvel ou @gglerivado, para determinacdo da
atividade da enzima imobilizada, em seguida feitaeglida de atividade a temperatura de
25°C, tempo de 10 minutos, medindo-se a absorkmrd#a2 em 2 minutos a fim de
determinar a tangente da regido linear (OLIVEIRA12 CARNEIRO, 2013; SOUZA,
2013).
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A atividade enzimatica foi obtida a partir da seggiequacao:

_ (ot = Apranco)X 0,0922 X Vieaor(mL) Q)

At
Venzima (mL)ou Mgerivado (g)

onde: At é a atividade enzimatica (U/mL ou U/g),é a tangente da amostts,, 4., € a
tangente do branco, 0,0922 fator da curva de ealdr,V,..,:, € 0 volume do reator (mL) e

Vonzima € 0 Volume da enzima (M) 4erivado© @ massa de derivado (g).

3.2.9 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica da lipase soltvel e na formabilizada foi realizada a 60°C,
para a avaliagdo da estabilizacdo, dos diferer@egadios em relacdo a enzima soluvel, pois
esta temperatura € considerada drastica para aiandds lipases (OLIVEIRA, 2004).

Para a avaliacdo da estabilidade térmica da lipaserma soluvel, adicionou-se 0,2
mL da enzima em 2 mL tampao fosfato de sédio 25 mpMI,7,0 incubadas a 60°C. As
amostras foram retiradas em tempos estabelecidosloeados em banho de gelo para
interromper o processo de inativacao e em seguakaaividades foram determinadas.

Para os ensaios feitos com a enzima imobilizaddjuyse 0,19 do derivado incubado
em 1 mL da fase organica (hexano ou heptano), ngades foram incubados em banho-
maria a 60°C por um periodo de tempo estabeleniticados e colocados em banho de gelo.

Em seguida, foi seco em bomba a vacuo e medideidaate. (Figura 11).
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Enzima solivel Enzima imobilizada
0.2 mL da enzima 0,1g do derivado
¢ L
2 mL de tampéo fosfato de

1 mL de fase orgénica

sodio 25mM pH 7,0

l «— | Incubados a60°C |[—— J(
Amostras retiradas em tempos Amostras refiradas em tempos
estabelecidos estabelecidos
Banho de gelo Banho de gelo e secar 4 vacuo

L) Medir Atividade J

Figura 11-Fluxograma mostrando o processo de estabilidadeda para a enzima soluvel e
imobilizada.

3.2.9.1 Parametros de inativacao térmica

Para a avaliacdo dos dados obtidos nos ensaicgatslidade térmica, foi utilizado o
ajuste exponencial nao linear proposto por SADANBNLEY (1982), o modelo admite
decaimento segundo uma reacdo Uertlem para a fracdo ()-da enzima, sende uma

constante conforme mostra a equagao:
A,=(1—- a)xe kdxt 4 o (2)

onde: A, é atividade relativa (adimensionad),é a relagdo entre a atividade especifica no

estado final e no estado inicilt é a constante de desativacdo de primeira ordenpd).
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Primeiramente foi calculada a atividade relativafirdda como a razdo entre a
atividade enzimatica do estado final {§A& a atividade enzimatica do estado iniciab)Ade

acordo com a equacao:

_ AL ®3)
At

Através dos valores da atividade relativa plotoussegrafico atividade relativa versus
tempo, em seguida estimou-se os parametros delielsidd térmicekd e a.
O tempo de meia-vida € definido como o tempo nécespara que ocorra uma

reducdo de 50% da atividade inicial. O calculoolido através da equacéo:

_ur 05-0)
N gy (1-a) ] (4)
1/2 Kd

onde:ty, € o0 tempo de meia-vida, € a relacdo entre a atividade especifica no esitaaloe

no estado iniciakd é a constante de desativacéo de primeira ordenp¢te).

Depois de obtido o valor do tempo de meia-vida olzinea sollvel e do derivado
determinou-se o fator de estabilizacdo da enzimabilimada. O fator de estabilidade é
definido como a razéo entre os tempos de vida doat® e da enzima soluvel conforme

equacao:

[ .
1/2 derivado
FE =

i (5)

1/2 enzima soluvel

onde: FE é o fator de estabilidaddy;; gerivado€ O tempo de meia-vida do derivado e

t1/2 enzima solaver € O tempo de meia-vida da enzima soluvel.
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3.2.10 Determinacao dos parametros de imobilizacao

Para os derivados obtidos através da preparagaolelizacdo da enzima determinou-
se a eficiéncia, com base na atividade hidroldcalerivado e na carga oferecida conforme a

equagao:

E(%) = __Alderivado 1) (6)

Carga Oferecida

onde: E é a eficiéncia (YAt .riveao€ @ atividade hidrolitica do derivado (U/g)carga

oferecidano inicio da imobilizacao (U/g).

Para os derivados ativados com glutaraldeido 2%, (@#éterminou-se a eficiéncia de
acordo com a equacao anterior e o rendimento déilizagdo com base na atividade
hidrolitica da solucéo de enzima oferecida ao dap®mna atividade do sobrenadante, apos o

processo de imobilizacao, de acordo com a equacéao:

RI (%) = £2==2 X 100 )

onde: Rl € o rendimento de imobilizacdo (¥Af, € a atividade oferecida no inicio da

imobilizacédo (U/g) ét; € a atividade presente no sobrenadante (U/g).

3.2.11 Ensaios de carga maxima e eficiéncia

Foram selecionados os melhores derivados e fegiai@n de capacidade maxima de
imobilizacdo e analisando as atividades nas teryasade 15°C e 25°C, para verificacdo de
possiveis efeitos difusionais em relacdo a velddddas reacdes. As cargas enzimaticas
oferecidas foram de 50 a 500 U/g de suporte. Emidagmediu-se a atividade dos derivados,
suas eficiéncias foram determinadas conforme equé&g¢a
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3.2.12 Avaliagéo da interagdo enzima-suporte sobtesagem a 10°C

A avaliacdo da interacdo enzima-suporte foi obskrviacubando-se os derivados
obtidos em suas respectivas fases organicas, vadssrem geladeira a 10°C. A cada sete
dias a atividade dos derivados eram medidas ded@acoom o item 3.2.5 sendo estes

descartados apds sua medicao.

3.2.13 Aplicacgéo de lipases imobilizadas na estecéicao do acido oleico

As reacOes de esterificacdo foram realizadas eznredyer de 250 mL devidamente
fechados, as quantidades de &cido oleico e etaravhfutilizados na proporcao de 1:1 (m/v),
mediram-se 10g de acido oleico e 2,1 mL de et#olassa do biocatalisador foi calculada a
partir da atividade do derivado, de modo a oferdckllg de suporte na reacdo. Os frascos
foram mantidos sob agitacao rotacional de 150 rpemgeratura de 37°C por um periodo de
24 horas (SOUZA, 2013). (Figura 12).

10g acido oleico
2. 1ml de etanol
derivado (1U/g de suporte)

¥

Incubados a 150rpm
37°C /24 horas

|

1g amostra
25mL alcool (NaOH 0_250M)
fenolftalenal %

Titulagdo NaOH 0_25M

l

B I
Indice de acidez
Acidos graxos livres
Conversdo
A

Figura 12-Fluxograma da reacgdo de esterificagdo do acidomle
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Apds o tempo de reacdo, as amostras foram dei@adagpouso para decantar e a
fase superior, rica em ésteres etilicos, foi sejgaenanalisada. A avaliagdo da converséo da
sintese foi avaliada a partir da medida do indecaaldez de aliquotas retiradas no inicio e no

final da reacao.

3.2.14 indice de acidez e porcentagem de acidos xpa livres

Para a determinacdo do indice de acidez e poreentafe acidos graxos livres
baseou-se na metodologia proposta pela Amef@ib@hemistry SocietyA.O.C.S) métodos
oficiais Cd 3d-63 e Ca 5a-40, respectivamente. iStga utilizacdo da solucdo de NaOH
para titulacdo do acido graxo livre na amostra ségwa metodologia descrita por MORETO
e FETT (1998).

Ao final da reacéo de esterificacdo do acido olelgpdas amostras foi dissolvido em
25 mL de alcool etilico comercial hidratado 92,8lPM neutralizado com NaOH 0,25M,
utilizando como indicador fenolftaleina 1% m/v etam®l. Apos a dissolucdo, as amostras
foram tituladas com solu¢cdo de NaOH 0,25M até aempaento da coloragdo résea. O
volume gasto de NaOH foi anotado, o indice de acale porcentagem de acidos graxos

livres foram determinados conformes as equagoes:

Vxfx5611xM
m

IA (mg KOH/g) = (8)

Vxfx28,20xM

% AG(%) = )

onde:lA é o indice de acidez (mg KOH/d},é o volume de NaOH necessario para titular a
amostra (mL),f é o fator de correcdo da solucdo de NaOH (aproxamadte 1)M é a
molaridade da solucédo de NaOH (mol/in)¢ a massa da amostra utilizada, 56,11 é o fator de
correcado com relacdo ao KOWAG € a porcentagem de acidos graxos livres (%) 0282

fator de corre¢éo com relacdo ao acido oleico.
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3.2.14.1 Conversao

O calculo da converséao foi feito a partir dos vedoobtidos do indice de acidez no

inicio (branco) e no final da reacéo de acordo ecsguacao:

[Ao-IA
IAo

X (%) = ( x 100 (11)

onde: X € a taxa de reducdo do indice de acidez [8g)¢ o indice de acidez no inicio da

reacao éA; € o indice de acidez no final da reacéo.

3.2.15 Variacéo da razdo molar acido/alcool

Para avaliar possiveis efeitos inibitorios na dtde dos derivados causados pelos
substratos, foi feito um estudo variando a razataméacido/alcool, onde a concentracdo de
acido foi mantida fixa e variou-se a concentrac@caltool. Foram avaliadas as seguintes
razdo molares 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:20.

3.2.16 Efeito da remoc¢éo de dgua formada na reacéo

Para avaliacdo do efeito da retirada de agua do mezicional, foram utilizadas
zedlitas. A quantidade de zedlita adicionada fdudada conforme metodologia proposta por
LUCENA (2008). Em uma reacgao de esterificagcao conversédo de 100 % e considerando
que a zedlita possui a capacidade de absorcao wmeggivalente de 20 % em relacéo a sua
massa. Utilizaram-se derivados com carga oferet#da0 U/g de enzima oferecida, rotacao
de 150 rpm, a temperatura de 37 °C, variando-sazées molares 1:1,1:5, 1:10, 1:15, 1:20,
o tempo de reacao de 24 horas.
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4. Resultados e discussao

Neste capitulo, serdo apresentados o0s resultadas discussdes referentes aos
experimentos realizados.

Serdo apresentados os resultados da preparacd@erniagslos obtidos no processo de
imobilizacéo de lipase de@hizomucor mieham suportes desenvolvidos a base de polimeros
como gelatina em po6, alginato de sddio, quitosanapé na forma de organo-géis. Tais
derivados foram caracterizados quanto a eficiéadator de estabilidade. Em seguida, serdo
apresentadas as aplicagdes dos melhores derivajiis/zando dados relacionados a carga
méaxima, estabilidade de estocagem a baixas tempasat reacdes de esterificacao.

4.1 Atividade hidrolitica da enzima sollvel

Inicialmente foi medida a atividade hidrolitica ¢tipase deRhizomucor miehei,
apresentando um valor de 250,5 + 1 Q4dmL™ de extrato enzimatico (6,87 + 0,01 mg de

Proteina.mL* de extrato enzimatico ).

4.2 Estabilidade térmica da lipase d&hizomucor miehena forma soltuvel a 60°C

Os ensaios foram realizados em a 60° C. O proc#gssmativacdo da lipase de
Rhizomucor miehefoi rapido. Observou-se que 50% da sua atividadelitea caiu
rapidamente, com tempo de meia-vida em torno den@hyitos, de acordo com a Figura Al
no Anexo A.

A enzima quando esta na sua forma soluvel, apresenta flexibilidade, que faz com
que seu sitio ativo sofra mudancas conformacionaismaioria das vezes irreversiveis,

fazendo com que a enzima perca sua atividadet@d[CARNEIRO, 2013).
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4.3 Caracterizacao da lipase d&hizomucor mieheimobilizada em organo-géis a base de
gelatina

Os derivados preparados a partir da gelatina eappgsentaram resultados de acordo

com a Tabela 2.

Tabela 2Caracterizacéo de lipases imobilizadas em orga&mégbase de gelatina, utilizando
hexano ou heptano como fases organicas e os teso&DS ou CTABr. Sendo (Ad)
Atividade do derivado, (E) Eficiéncia, (FE) Fatar estabilidade e (t ¥2) Tempo de meia-vida.

Carga Oferecida E At per t,

Derivados Ulg) %) Uewdg) (mn)
Enzima soluvel - - - 0,4 1,0
Gel/SDS/Hex 37,8+1/4 41+19 14+03 12,7+09 30%x26

Gel/CTABr/Hex 38,1 +4,7 0,7+06 0,3+0,2 nd nd

Gel/SDS/Hep 53,0+1,3 27+09 15+08 13,1+84 31,2+20

Gel/CTABr/Hep 61,2+24 05+0 0,3+0,1 nd nd
*nd: ndo determinado

Observa-se que o melhor derivado obtido foi us&®id& como tensoativo e hexano
como fase organica visto que o valor de eficiéfmiale 4,1 %, com fator de estabilidade de
30 vezes. O derivado Gelatina/SDS/Heptano apresantta eficiéncia mais baixa 2,7 %,
guando comparado ao derivado Gelatina/SDS/Hexapesaa de apresentar valores
semelhantes de fator de estabilidade.

Observa-se também que nao foi possivel obter aekdtde fator de estabilidade e
tempo de meia-vida para os derivados preparados oontensoativo brometo de
hexadeciltrimetilaménio (CTABr). As baixas eficiéas apresentadas podem ser devido a
efeitos difusionais, dificuldade de acesso do satusta enzima, bem como as condicdes
adversas de preparacdo do derivado que envolveoleentes promovendo a perda de
atividade durante o processo. Baixos valores @#efiia também podem ser explicados pela
inativacdo da enzima apos utilizacdo do tenso&livABr.

De acordo com FOLMERt al. (1997) e RODRIGUES (2010) o CTABr pode causar

desnaturacao da lipase dehizomucor miehgfRML). Em baixa concentracdo (0,00015%
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m/v), os autores observaram um aumento na atividadepdaelisolivel. Apds sucessivos
incrementos deste detergente, observou-se um dewcesnas atividades hidroliticas
determinadas. Em concentracdes acima de 0,1% idersiada uma completa inibicdo da
atividade enzimatica. Surfactantes carregadosipasiente tendem a formar complexos com
lipases de RML em uma grande faixa de pH, devidonabinacdo de atracfes eletrostéaticas e
interagdes hidrofébicas

De acordo com estudos feitos por OLIVEIRA (2012)prasenca do surfactante
dodecilsulfato de sédio (SDS) no meio de imobilizapode causar alteracdes estruturais na
molécula da enzima levando a uma estabilizacdoudef@ma ativa, mesmo que haja a
remocao do surfactante.

ZHANG et al(2012) ao produzir organo-géis com o tensoativo BT Abservou que
os derivados apresentaram menores atividades, pagigeser devido a forte interacdo entre o
grupo catiénico na molécula do surfactante e aséipearregada negativamente, o mesmo
observado no presente trabalho. A interacdo patlezinmudangas na estrutura da lipase, que
pode resultar na reducéo da atividade.

A baixa atividade do derivado observada pode splicexia devido a dificuldade de
acesso da molécula do substrato ao sitio ativondiana, impedimento estérico, podendo ter
sido causados pela ma orientacdo durante o prodesswbilizac¢édo, obstruindo o sitio ativo.
Além deste fator, a propria molécula da enzima patdar como uma barreira limitando a
difusé@o do substrato.

Pode-se constatar que nenhuma diferenca signvictdi evidenciada quando as fases
organicas hexano e heptano foram utilizadas. As @lases organicas apresentam natureza
guimica similar, sdo apolares e hidrofébicos.

De acordo com JESU& al. (1996) e OLIVEIRA (2012), a eficiéncia catalitidas
enzimas diminui com o aumento da polaridade doestév Solventes hidrofilicos podem
desnaturar a enzima por penetrarem nos nucleosfdiicos ou pela remoc¢édo da camada de
agua que envolve a enzima, considerada essencial gpananutencdo de sua atividade
catalitica, modificando a sua estrutura natural.

Os perfis de inativacdo térmica a 60 °C dos bitisatiores preparados através da
imobilizacdo em suportes & base de gelatina emstip eepresentados na Figura A2 do

Anexo A.
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4.4 Caracterizacao da lipase d&hizomucor mieheimobilizada em organo-géis a base de
gelatina ativados com glutaraldeido 2% (v/v)

Os suportes preparados a base de gelatina foraradesi com glutaraldeido e
utilizados para imobilizacdo da lipase Beizomucor miehege acordo com o descrito no
item 3.2.2. A Tabela 3 apresenta os resultadosi@btrelativos ao fator de estabilidade,

eficiéncia e tempo de meia-vida.

Tabela 3-Caracterizacéo de lipases imobilizadas em orga&magbase de gelatina, utilizando
hexano ou heptano como fases organicas e os tes&DS ou CTABr, ativados com
glutaraldeido 2% (v/v), incubados por 3horas satag@io e a temperatura ambiente. Carga
oferecida 50 U.g-1 de suporte. Senda(AtAtividade do derivado, (E) Eficiéncia, (FE) Fator
de estabilidade e (t ¥2) Tempo de meia-vida, (Rhdreento de imobilizacao.

. E At Der t Yy RI
Derivados . FE
V (%) (Upnpe/g) (min) (%)
Enzima soluvel - - 0,4 1,0 -

Gel/SDS/Hex/Glu 1,1+0,1 0,5 +0,07 75+04 178+09 770+24
Gel/CTABr/Hex/Glu 0,1+0 0,06 +£0 nd nd Nd
Gel/SDS/Hep/Glu 0,8+0,1 0,5+ 0,07 286+1,1 68,3+28 71,2+6,2

Gel/CTABr/Hep/Glu 0,06 £0 0,03+0 nd nd Nd

*nd; ndo determinado

Observa-se que o0 derivado que apresentou melhoresultados foi
Gelatina/SDS/Heptano/Glutaraldeido devido ao fater estabilidade de 68,3 vezes mais
estavel que a enzima solavel, apresentando tempeedevida e rendimento de 28,6 minutos
e 71,2%, respectivamente. Ja sua eficiéncia apgmesgalor consideravelmente baixo, 0,8%.
Estes resultados podem ser explicados devido aerdordo namero de grupos aldeidos aos
quais sao ligados aos grupos amino existentes zim@&nA Tabela 2 também mostra que o
derivado Gelatina/SDS/Hexano/Glutaraldeido foi 1ve&es mais estavel, com tempo de

meia-vida de 7,5 minutos, rendimento de 77,0% @ésftia de 1,1%.
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A diminuicdo nas atividades dos derivados obtidudepser pela reducéo do diametro
dos poros do suporte apos reticulacdo, devidmaedtividade do glutaraldeido. Além disso,
este agente de reticulagdo também pode reagir ctrasogrupos da enzima e um grande
namero de ligacdes entre os grupos ativos da enginh@a suporte podem ser estabelecidas
promovendo distor¢des na estrutura terciaria daren(SILVA et al, 2012).

A imobilizacdo de enzimas em suportes ativados glutaraldeido € extremamente
rapida, devido a alta reatividade desse agentaraiv(ALONSO, 2005). Estudos recentes
tém mostrado que diferentes concentracdes de gldedao utilizadas na ativacédo de suportes
podem resultar na obtencdo de biocatalisadores dibenencas significativas em suas
propriedades tais como atividade e estabilidadaeitér(SILVA et al, 2012 ).

Estudos feitos por OLIVEIRA (2012) indicam que olnoe derivado, em termos de
atividade recuperada e estabilidade térmica a 6f@i@btido quando a ativacdo do suporte
foi efetuada em baixa concentracdo de glutaraldé@g® v/v). O derivado obtido foi 65
vezes mais estavel do que a enzima solavel, apsesbntempo de meia vida de 0,64
minutos.

Pode-se constatar que ndo houve nenhuma difereggécativa quanto ao uso das
fases organicas hexano e heptano, por apresentarasteristicas semelhantes de polaridade
e hidrofobicidade.

Para os demais derivados ndo foi possivel determisavalores de fator de
estabilidade, tempo de meia-vida e rendimento e sfi@iéncias obtiveram valores menores
que 0,2%. Este resultado se deve ao uso do tevsdatmeto de hexadeciltrimetilamonio
(CTABr) exercer um efeito negativo na atividadeimrdica. Em organo-géis, a interacao
eletrostatica entre as moléculas anfifilicas e mo#s de enzima na interface poderia
desempenhar um papel importante na atividade deman3urfactantes se comportam como a
interface entre a fase organica e enzima tampapopionando primeiro nivel de protecao
para a enzima retida dentro da micela (WEI-WEI ZHAR012).

A Figura A3 do Anexo A mostra os perfis de inatd&@actérmica a 60 °C dos
biocatalisadores preparados através da imobilizagdicsuportes a base de gelatina em po

ativados com glutaraldeido 2%.
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4.5 Caracterizacao da lipase d&hizomucor mieheimobilizada em organo-géis a base de

alginato de sodio

A Tabela 4 apresenta os resultados relativos adsades preparados a base de
alginato de sédio. Conforme estudado anteriormentdjlizacdo do tensoativo brometo de
hexadeciltrimetilaménio (CTABY), tornou-se inviawvdvido ao efeito negativo na atividade
hidrolitica da enzima, baseado nisto, os estudgsiese somente com a utilizagdo do

tensoativo dodecilsulfato de sédio (SDS).

Tabela 4Caracterizacdo de lipases imobilizadas em org&iabase de alginato de sodio,
utilizando hexano ou heptano como fases organicastensoativo SDS. Sendo ()
Atividade do derivado, (E) Eficiéncia, (FE) Fata estabilidade e (t ¥2) Tempo de meia-vida.

Carga e At ‘

Derivados  Oferecida(U/g) %) (UPNFE’:;Q) (mli/zn) FE
Enzima solave ) - - 0,4 1,0
Alg/SDS/Hex 18,2+0,8 43+0,7 08%01 0502 13+0,7
Alg/SDS/Hep 14,1+ 0,6 60+10 08+01 0501 13+0,2

Observando-se a Tabela 4, verifica-se que os d&rsvgproduzidos obtiveram
resultados bem proximos, o derivado Alginato/SD$tlieo destaca-se por apresentar uma
maior eficiéncia que o Alginato/SDS/Hexano, 6,0%3%%, respectivamente. Observa-se que
os dois derivados obtiveram valores de fator debdgtade de aproximadamente 1,3 vezes.

Verificou-se também que a consisténcia do gel d#peala concentracdo da solucéo
precipitante de cloreto de calcio. A consisténdaotyjano-gel feito com alginato apresentou
aspecto macroscOpico mais rigido, quando compamEmn o0s demais derivados. A
consisténcia e estabilidade do gel € um fator itapte, pois provavelmente o processo
reacional é controlado por difusdo, e um gel mrgao provocaria um aumento na barreira

difusional o que afetaria o rendimento das readdesido a esse fato pode-se observar que
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os derivados apresentaram valores baixos de alwjdaonsequentemente, uma redugdo na
eficiéncia.

Resultados obtidos por YADA¥t al. (2012) mostraram que uma maior concentracao
de alginato de sodio acarretou na reducdo da p#edanzima, por resistir a forca de
cisalhamento, com isso a atividade da enzima popermanecer estavel durante todo o
processo de reacéo.

No entanto a estabilidade mecéanica de polimerosalgmato ainda precisa ser
melhorada e diferentes abordagens tém sido utdgzpdra superar este problema, como por
exemplo, a mistura desse polimero com alcool palied ou carboximetilcelulose (HANNU
LEINO et al, 2012).

A concentracdo de cloreto de calcio na solucaoigtacte pode ter influenciado
negativamente para a taxa de imobilizacdo, inativaa enzima e consequentemente
diminuindo sua eficiéncia.

Observou-se também, como verificado nos derivaddsriarmente analisados, que
ndo houve nenhuma diferenca significativa quantous@ das fases organicas hexano e
heptano, devido a suas caracteristicas semelh@s$eparametros analisados apresentaram
valores bem préximos para os dois derivados.

Os perfis de inativagcdo térmica a 60 °C dos bitisatiores preparados através da
imobilizacdo em suportes a base de alginato deo ®gtfo representados na Figura A4 do

anexo A.

4.6 Caracterizacao da lipase d&hizomucor mieheimobilizada em organo-géis a base de

alginato de sodio ativados com glutaraldeido 2% (v)

A Tabela 5 mostra que o derivado Alginato/SDS/HeX@tutaraldeido apresentou
valores de rendimento e eficiéncia 82,6 % e 0,5 %, nrespectivamente. Ja
Alginato/SDS/Heptano/Glutaraldeido apresentararrealde rendimento 60,6 % e eficiéncia
1,0 %. Pode-se dizer que quantidades de glutadaldea etapa de reticulacdo do suporte
provocaram uma diminui¢cdo na atividade dos derisadem como, uma reducéo nos tempos

de meia-vida dos biocatalisadores produzidos.
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Tabela 5Caracterizacdo de lipases imobilizadas em org&iabase de alginato de sodio,
utilizando hexano ou heptano como fases organicas tensoativo SDS, ativados com
glutaraldeido 2% (v/v), incubados por 3 horas ggitagédo e a temperatura ambiente. Carga
oferecida 50 U.g-1 de suporte. Senda(Atividade do derivado, (E) Eficiéncia, (FE) Fator
de estabilidade e (t ¥2) Tempo de meia-vida, (Rhdreento de imobilizacao.

. E At Der t s Rl
Derivados k FE
(%) (Upnpe/Q) (min) (%)
Enzima soluvel - - 0,4 1,0 -

Alg/SDS/Hex/Glu 0,5+0,1 0,2+0,06 0,1+0,05 03+0,1 82,6+55

Alg/SDS/Hep/Glu_ 1,0+0,3 0,5+0,1 0,1+0,02 04+0,04 606+19

A ativacdo com glutaraldeido produz suportes cawaelos valores de rendimento de
Imobilizagéo, mas nao foram observados altos valpaga eficiéncia, fator de estabilidade e
tempo de meia-vida. Durante o processo de imohQaiaaefeitos de distorcdo da estrutura
ativa da enzima também podem ter ocorrido, causamda ma orientacdo durante a
imobilizacdo. Essa distorcdo da enzima pode seseténcia da alta reatividade das
moléculas de glutaraldeido, essa reatividade € zcajga formar dimeros, trimeros ou
polimeros insaturados alfa e beta entre suas mMaMENDES, 2009).

Quando ha uma menor quantidade de moléculas deaglgido ligadas ao suporte o
efeito da limitacdo difusional € menor, desta foromaa maior quantidade de substrato
consegue alcancar o sitio ativo da enzima (CARNEIRID3).

Estudos feitos por SILVAet al. (2013), mostraram que a utilizagdo de alginato em
suportes produzidos com quitosana, suportes h#ridcarretou uma diminuicdo bastante
significativa do rendimento de imobilizacdo, o geedeve ao fato desses suportes compositos
apresentarem uma menor quantidade de grupos amspandveis para ligacdo da enzima por
volume total de suporte.

De acordo com CARNEIRO (2013), lipases Rlleizomucor miehamobilizadas em
suportes hibridos obtidos com a adicdo de algiregitgsentaram atividade de 3,98 U/g de
suporte, mostrando que os efeitos desnaturantegoqados por distorcdo da enzima

imobilizada foram menos intensos, pois as enzineasi@gneceram em sua forma ativa. Tal
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fato ndo foi observado no presente estudo, polginato, por ser mais rigido que os demais
derivados, dificultou a difusdo do substrato, lelara baixos valores de atividade e
consequentemente reducao na eficiéncia.

A presenca de diferentes grupos reativos em cadingro e a diferenca de
reatividade dos ativadores permite diferentes agfegs enzima-suporte. Além de grupos
hidroxila, os polimeros apresentam outras fun¢céasvas como, por exemplo, grupos amino
da quitosana, grupos acidos no alginato (ADRIA&t@lI.,2008).

A escolha da fase organica hexano ou heptano tamm@@macarretou diferencas
significativas. Os parametros analisados apresentaalores bem proximos para os dois
derivados.

A Figura A5 do Anexo A mostra os perfis de inatéactérmica a 60 °C dos
biocatalisadores preparados através da imobilizagésuportes a base de alginato de sodio

ativados com glutaraldeido 2% v/v.

4.7 Caracterizacao da lipase d&hizomucor mieheimobilizada em organo-géis a base de

quitosana

De acordo com a Tabela 6, pode-se observar querosados a base de quitosana
obtiveram  resultados bem préoximos, tendo maior adest o derivado
Quitosana/SDS/Heptano, pois apresentou melhoredtagss, quando comparado com o
derivado Quitosana/SDS/Hexano, de fator de estiabiéi e tempo de meia-vida de 2,3 e 1,0
minutos, respectivamente. As eficiéncias de amlsoslasivados apresentaram valores em
torno de 1,0%. Observou-se também, que ndo hoferedca significativa quanto ao uso das
fases organicas hexano e heptano. Os parametrbsadoa também apresentaram valores

bem préximos para os dois derivados.
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Tabela 6Caracterizacdo de lipases imobilizadas em org&i®-§ base de quitosana,
utilizando hexano ou heptano como fases organiaaseasoativo SDS. Carga oferecida 50
U.g* de suporte. Sendo () Atividade do derivado, (E) Eficiéncia, (FE) Fatde

estabilidade e (t ¥2) Tempo de meia-vida.

Derivados (O/Eo ) (UAF‘LE:;Q) (rtnli/zn) FE
Enzima soluvel - - 0,4 1,0
Qui/SDS/Hex 1,0+0,1 0,5+ 0,05 0,8+0,08 1,8+0,2
Qui/SDS/Hep 1,0 + 0,07 0,5+0,03 1,0+0,3 2,3+0,6

As atividades dos derivados e eficiéncias apresentavalores baixos devido ao
transporte de massa, impedimento estérico, assimpcovaveis deformacdes na estrutura da
enzima durante o processo de imobilizacdo, comificagto em varios estudos (ADRIANO,
2008; OLIVEIRA, 2012; CARNEIRO, 2013).

Estudos feitos por CARNEIRO (2013) observou-se goeutilizar quitosana como
suporte, os biocatalisadores também apresentarfmesaelativamente baixos de atividade
recuperada e atividade do derivado com 7,83 % & U/dg, respectivamente, para derivados
com quitosana 2,5 %. E para suportes com quitoSah&@o a atividade recuperada e a
atividade do derivado diminuiram para 4,54 % e Q&RB respectivamente.

Os perfis de inativacdo térmica a 60 °C dos bitisatiores preparados através da

imobilizacdo em suportes a base de quitosana extéEsentados na Figura A6 do anexo A.

4.8 Determinagéo dos melhores biocatalisadores

Com base nos estudos feitos com os 14 derivadagizicos a partir dos polimeros
gelatina, alginato e quitosana, selecionaram-se tr@s melhores biocatalisadores,
Gelatina/SDS/Hexano, Alginato/SDS/Heptano, Quita$aBS/Heptano, de acordo com 0s

resultados apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7-Selecao dos melhores biocatalisadores. Sendofi@&#ér€ia, (t ¥2) tempo de meia-

vida e (FE) Fator de Estabilidade.

Derivados (OE)) t(lfn in) FE
Gel/SDS/Hex 41+1)9 12,7+0,9 30,0+2,6
Alg/SDS/Hep 6,0+1,0 05+0,1 1,3+0,2
Qui/SDS/Hep 1,0 £ 0,07 1,0+£0,3 2,3+0,6

Apesar de todos os derivados produzidos apresentares estatisticamente iguais,
foram selecionados os biocatalisadores produzidlmsmétodo de microencapsulacéo, onde a
enzima encontra-se confinada dentro do centro ariaglbs organo-géis, representados na

Figura 13. Desta forma, prosseguiu-se com estesatalisadores para as demais analises.

(a) (b) (c)

Figura 13-Estrutura macroscopica dos organo-géis, (a) G&/BBx, (b) Alg/SDS/Hep, (c)
Qui/SDS/Hep.
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4.9 Ensaios de carga maxima e eficiéncia

Foram realizados ensaios de imobilizacdo para figggsa carga maxima de enzima
que pode ser imobilizada por massa de suportendasabter uma alta concentracdo de
enzima imobilizada nos melhores derivados obtidos.

A distribuicdo da enzima imobilizada no suporté efitetamente relacionada com a
carga enzimatica oferecida. Estudos revelam quetguaaior a concentracdo de enzima na
solucéo utilizada para imobilizacdo mais heterogééea distribuicdo interna da enzima
imobilizada, que tende a se acumular nas camad&ssunaerficiais da particula do suporte,
interferindo tanto na quantidade de enzima imadil&z quanto na atividade imobilizada
medida (RODRIGUE®t al.,2008; CARNEIRO, 2013).

Para elevadas concentragfes enzimaticas o numeligagées de cada enzima ao
suporte tende a reduzir, porém se a quantidadezima for muito baixa, o elevado numero
das ligacdes enzima-suporte pode ocasionar a gderdtvidade do derivado imobilizado por
distorcdo da estrutura enziméatica. Isto dependdédamda densidade de grupos ativos na
superficie do suporte (RODRIGUESal.,2008).

Estudou-se também o parametro eficiéncia (E), dielaantre atividade do derivado
(Atgep € a carga oferecida (U/g de suporte), avaliarelo decréscimo de acordo com o
aumento da carga oferecida. Os ensaios de cargamendoram realizados para avaliar
possiveis efeitos de difusdo nas velocidades dgdes nas temperaturas de 15°C e 25°C. A
velocidade intrinseca da reacdo aumenta exponeraié com o0 aumento da temperatura e a

difusividade molecular varia linearmente (ADRIANZD08).

4.9.1 Carga maxima dos derivados a temperatura dé&iC e 25°C

A Figura 14 apresenta a relacéo entre a atividadi#edvado e a carga oferecida, para
o derivado Gelatina/SDS/Hexano, nas temperaturdsie e 25 °C.
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Figura 14-Efetividade em fungcao da carga oferecida pararivate Gelatina/SDS/Hexano.
(A) temperatura de 15°Ce) temperatura de 25°C.

Observa-se que para uma carga inicial de 50" Udg suporte, o derivado
Gelatina/SDS/Hexano obteve o valor maximo atingldat,2 % e 4,8 % nas temperaturas de
15°C e 25 °C, respectivamente. Nota-se, como edpecae a eficiéncia diminui a medida
gue aumenta a carga oferecida. Com o aumento da esmzimatica oferecida houve um
aumento da velocidade de reacao e reducdo dawuilifade do substrato nos poros do gel,
reduzindo a eficiéncia.

ZHANG et al (2012) realizaram estudos com lipase€dadida rugosamobilizadas
em organo-geéis a base de gelatina. As atividadesdddvados foram medidas através da
reacdo de transesterificacdo de 2-fenil-etanolegate de vinilo. Observou-se que a taxa de
transesterificacdo diminuiu com o aumento da cargamatica. Tal fato pode ser explicado
devido a concentracdo excessiva de enzima proméwmees agregados, reduzindo sua
eficiéncia.

A Figura 15 apresenta a relacdo entre a atividad#edvado e a carga oferecida, para
o derivado Alginato/SDS/Heptano, nas temperatueassdC e 25°C.
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Figura 15-Efetividade em func&o da carga oferecida pararivat Alginato/SDS/Heptano,
nas temperaturas de 15°C e 25°@) (emperatura de 15°Ce) temperatura de 25°C.

O derivado Alginato/SDS/Heptano apresentou, congecate 50 U.g, valores
maximos de 2,0 % e 2,3% de eficiéncia nas tempaaie 15°C e 25°C, respectivamente,
tendo um decaimento a medida que a carga oferauidanta.

Segundo ADRIANO (2008), durante um tempo fixo mehbilizacdo, uma diminuicao
significante no rendimento de imobilizacdo € obtieando a concentracdo de enzima em
solucdo é aumentada. Este comportamento pode \@elode uma combinagédo de difusdo e
exclusao existentes na entrada dos poros.

A Figura 16 apresenta o Grafico referente a efw&nE), para o derivado
Quitosana/SDS/Heptano, nas temperaturas de 1550 2
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Figural6-Efetividade em fungéo da carga oferecida paraivato Quitosana/SDS/Heptano,
nas temperaturas de 15°C e 25°K&) temperatura de 15°Ce) temperatura de 25°C.

Pode-se observar que o derivado Quitosana/SDS/kteptamo os demais derivados,
também apresentou valores méaximos de eficiéncia, carga inicial de 50Uyde 0,9% e
1,1% nas temperaturas de 15°C e 25°C, respectitamen

Apesar de apresentarem valores relativamente fiag eedidos na temperatura de
25°C, nota-se que a variagcdo na temperatura nawetma mudancas significativas nos
valores de eficiéncia de todos os derivados amggando apresentando efeitos difusionais.
Além disso, pode ter ocorrido desnaturacdo no peace&le imobilizacdo, acarretando na
reducao nas eficiéncias.

Observa-se que com o aumento da carga oferecidatjvadades dos derivados por
grama de suporte ndo foi alterada significativamenisto que se tem mais enzima
imobilizada, mas com praticamente a mesma ativid&$te comportamento pode ser
explicado pelo fato de que estaria ocorrendo a ilimabdo de varias camadas de enzima
sobre o suporte, o que dificultaria a difusdo dadsssatos para o sitio ativo das enzimas
encontradas em camadas mais inferiores, acarreemnadona reducdo nas suas eficiéncias.

O mesmo foi observado por OLIVEIRA (2012), em estudeito com lipases de
Rhizomucor mieheiyerificou-se que os rendimentos maximos de reggia sintese de
ésteres foram observados quando a carga enzined¢icecida foi de 50 U de suporte, a

partir deste valor, cargas adicionais oferecidassaporte utilizado ndo promoveram
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mudancas significativas nos rendimentos obtidos, gagds uma leve diminuigéo,
permaneceram praticamente inalterados, provavetmdernido a restricbes difusionais dos
substratos ao sitio ativo das enzimas localizadastarior do biocatalisador.

Segundo estudos realizados por CARNEIRO (2013), tpases deRhizomucor
mieheiimobilizadas em quitosana 2,5 %, ativado com ghldaido, foi observada que as
atividades tedricas dos derivados aumentaram cquaatidade de atividade oferecida (25 a
65U/g), indicando que o suporte teria uma capaeidadior para imobilizacdo de enzima,
porém ocorreu uma reducdo dos valores de atividadeperada (92,85 a 64,34 %) e
efetividade (0,93 a 0,64), a partir do aumento dantjdade de atividade oferecida,
evidenciando a ocorréncia de possivel saturacde gepgorte.

4.10 Aplicacgéo de lipases imobilizadas na esteriéicdo do acido oleico

A sintese de ésteres de acidos graxos por esteéficdo acido oleico com alcool
etilico, alcool de cadeia curta, foi utilizada camntuito de avalizar a aplicacdo da lipase
imobilizada em organo-géis, variando-se as conaedés molares de acido/alcool.
Utilizaram-se também agentes dessecantes, zedées verificacdo do efeito da retirada de

agua das reacoes.

4.10.1 Esterificacdo do acido oleico variando a ram molar acido/alcool

Os resultados apresentados na Figura 17 mostraerfis de conversdo em funcéo da
razao molar 4cido/alcool na sintese do oleatoitieaepartir do acido oleico e do etanol, para
os trés melhores derivados obtidos nos estudosndbilizacdo de lipase déhizomucor

mieheiem organo-geéis.
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Figura 17-Perfis de conversdo em fun¢éo da variacdo da mrandar 4cido/alcool na reacéo
de sintese do oleato de etila, carga enziméticalcomg-1, 150 rpm e 37°C, tempo de reacéo
24horas, para os derivados) (Gelatina/SDS/Hexana] Alginato/SDS/Heptano e &)
Quitosana/SDS/Heptano

De acordo com o Gréfico pode-se observar que pag derivados
Gelatina/SDS/Hexano e Alginato/SDS/Heptano a mabowersao foi alcancada com a razao
molar acido/alcool 1:10 com 72,9% e 16,9 %, resypaciente.

Segundo CENEt al. (2010), o aumento da concentragdo de um dos ressgpade
deslocar o equilibrio no sentido da formacao delymas, resultando em altas conversdes ou
por efeito de inibicdo tanto dos substratos com® glodutos da reacdo podem diminuir o
rendimento das mesmas. Acima da razdo de 1:10seataa diminuicdo nas conversoes que
pode ser causada pela inibicdo do alcool, levanthmdificacdo na conformacéo da enzima
impedindo a catalise.

Pode-se observar que o derivado produzido a basalgileato apresentou baixas
conversodes. Tal fato pode ser explicado pela ocoéde efeitos difusionais, devido o
alginato ser mais rigido e possuir poros mais f@ebadificultado o acesso do &cido e do
alcool ao sitio ativo da enzima, com isso, dimidoia conversao.

Em estudos sobre esterificacdo do acido oleico etamol realizados por SANTOS
(2011), verificou-se que ao variar as razbes melaado/alcool (1:2,5; 1:4,5; 1:6,5) os

valores de conversédo obtidos foram bem préximosemanto, notou-se que os valores com a
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menor relacdo de razao molar apresentaram as maaxas de conversao, indicando a néo
necessidade de um excesso estequiométrico, tormapduacesso enzimatico, nesse aspecto,
mais vantajoso que a catalise quimica convencional.

Pode-se observar que para o derivado Quitosanateptio a maxima conversao
foi de 80,0% na razdo molar acido/alcool de 1:fiddeum decréscimo nas demais razdes
molares. Em estudos realizados por CARNEIRO (20b®servou-se que lipases de
Rhizomucor miehamobilizadas em suportes a base de quitosan&adkiis na esterificacéo
do 6leo de coco com etanol, apresentaram conveesdésrno de 51,8%, na razdo molar 1:1,
apresentando um decaimento com 0 aumento da qadetite alcool.

De acordo com OLIVEIRA (2011) utilizando RML imoilzddas em quitosana, a
maxima conversdo em éster (85%) foi observada quanézao molar acido/alcool foi 1:1
para concentracfes de acido butirico e etanol temdaecréscimo a medida que a razéo
molar aumentava. Observou-se que na razdo acidof@e 1:4 o rendimento de reacéo foi de
40,0%. SOUZA (2013) em estudos feito com lipase€aedida antarcticamobilizadas em
nanoparticulas magnéticas também observou que onmade conversdo de butirato de etila
e metila obtido foi alcancado na razdo molar aéidobl de 1:1, o excesso de alcool néo
alterou drasticamente a sintese dos ésteres.

A gueda na conversdo do derivado a base de quitoapns variagdo da razdo molar
pode ser explicada pelo excesso de &lcool, o qde fv provocado a inativacdo da enzima,
pois esta pode sofrer inibicdo pelo alcool. O sigoo qual a enzima foi imobilizada pode ter
adsorvido o etanol, que € um composto bastantea,gmlamovendo a formacdo de uma
camada estagnada desse substrato em torno da emzob#izada. Assim, impedindo a
entrada do &cido graxo ao sitio ativo da enzimamAdlisso, o &lcool pode ter removido a
camada de agua necessaria para a manutencdo damdade estrutural da enzima,
distorcendo a sua estrutura tridimensional (PABtAal, 2000; SAMUKAWA et al., 2000;
OLIVEIRA et al.,2004).

Alcoois de baixa massa molecular como o metanatanol podem ser acumulados
no microambiente aquoso da enzima, atingindo unmaerdracdo suficientemente elevada
para induzir a desnaturacéo da proteina bloqueanuwr¢édo nucleofilica do seu sitio ativo
(LAANE et al, 1987; ZAIDet al, 2002).

TRUBIANO et al(2007), avaliaram a sintese de ésteres de acidasgyutilizando a
lipase deCandida antarcticaverificaram o mesmo efeito para a razdo molar.N@/et al.

(2007), ao estudarem a producédo enzimatica dedselda partir de Oleos residuais acidos,
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também observaram que uma quantidade excessivaate diminui a velocidade inicial de

reacao e tem um efeito negativo na enzima.

4.10.2 Esterificacdo do acido oleico variando a rédm molar acido/alcool com utilizac&o
de zeolitas

Para a avaliacdo do efeito da remocdo da agua fataoionadas zedlitas ao meio
reacional. Segundo FORESdt al(2007), a quantidade de agua em reacdes de estedifi e
hidrélise pode afetar a conversdo de equilibrio dis#ribuicdo dos produtos no meio, a
medida que a concentracdo de agua aumenta a canvEr €steres diminui. Como resultado,
a agua age como substrato na reacao inversa adigedr

A Figura 18 mostra que com a adi¢do da zedlita daum aumento na conversdo de
21,6% para 79,0% na razdo 1:1 e 56,0% para 79,0%z&éw de 1:5, para o derivado
Gelatina/SDS/Hexano, tendo um decréscimo nas deraa&es. A adicdo de zedlita ndo
resultou aumento da conversdo paro o derivado algiSDS/Heptano. Em sua melhor

conversdo alcangada na razdo de 1:10, ao utilizagemte dessecante houve redugédo de
16,9% para 9,2%.
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Figura 18-Perfis de conversdo em funcao da variacdo da mapder acido/alcool na reacao
de sintese do oleato de etila, com adicdo de aspliirga enzimatica com 1 U. g-1, 150 rpm
e 37°C, tempo de reacdo 24horas, para os deriv@alosGelatina/SDS/Hexan®}
Alginato/SDS/Heptano ek) Quitosana/SDS/Heptano.
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Pode-se observar que a adicdo de zedlita nas seacden o derivado
Quitosana/SDS/Heptano diminuiu a conversdo em tedasaz6es molares. O mesmo foi
observado por CARNEIRO (2013), ao utilizar lipade®Rhizomucor miehemobilizadas em
quitosana. Uma reducao na conversao quando foioadita zeodlita ao meio reacional foi
observada, provavelmente, a zedlita retirou todgum presente no meio reacional, inclusive
a agua necessaria para a estrutura da enzima.

OLIVEIRA (2012) também realizou estudos com a medipase imobilizada em
quitosana, utilizando como agente dessecante pemeilecular 4A para a sintese de butirato
de etila. A presenca do agente dessecante promedeigdoes significativas nas taxas de
conversao em éster, o rendimento que na ausérstia dessecante foi de 89%, foi reduzido
para 46%.

Em estudos realizados por SANTOS (2011), obsereonss esterificacdo do acido
oleico, a melhor converséo de 46,8% a 29,9 °Cprarélar acido/alcool de 1:4,5 durante 6,5
horas com lipase d€andida Antarcticaipo B imobilizada em quitosana. Ao utilizar uma
peneira molecular zedlita do tipo A, a conversao5f®,0% para o tempo de 6,5 horas.
Portanto, com a utilizacdo do agente dessecantbomé@ uma melhora tdo substancial como
se esperava, pois a retirada da agua que € praddardnte o processo de esterificacdo no

meio reacional favorece a conversao de ésterestil

4.11 Avaliag&o da interagdo enzima-suporte sob esagem a 10°C

Realizaram-se ensaios com o intuito de avaliar dermial catalitico dos
biocatalisadores, em condicfes favoravel de termpera

Desta forma, realizou-se estocagem dos derivad08@, por um periodo de 100 dias,
sendo a atividade hidrolitica acompanhada a cadias/ A Figura 19 mostra os resultados
obtidos.
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Figura 19-Estabilidade a estocagem sob refrigeracédo (1080ipdse de Rhizomucor miehei
imobilizada em organo-géis de (A) Alginato/SDS/Hewt, (B) Gelatina/SDS/Hexano e (C)
Quitosana/SDS/Heptano.

De acordo com os resultados, pode-se avaliar gquetadologia de imobilizacdo para
lipases deRhizomucor miehem organo-géis a base de gelatina e quitosanaopssmuma
estabilidade sob 10°C, permitindo sua atividadeghér40 dias, apds esse periodo o organo-
gel a base de quitosana teve um decréscimo entigigad@e. O organo-gel a base de gelatina
nao apresentou estabilidade fisico-quimica e hquerda de massa ao longo do tempo,
ocasionado talvez pela quebra de uma possivel amuls metodologia de imobilizacao
utilizando organo-géis a base de alginato promowenaa estabilidade maior em relagdo aos
outros derivados, em torno de 60 dias, tendo umédeitno apds esse periodo.
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5. Conclusdes

Neste estudo foram avaliadas metodologias de imab#do de lipases déhizomucor
mieheiem organo-géis a base de polimeros como gelatgmato e quitosana, utilizando
como fases organicas hexano ou heptano, na prederteasoativos como dodecilsulfato de
sédio (SDS) ou brometo de hexadeciltrimetilamér@d ABr). Estudaram-se os melhores
biocatalisadores obtidos, visando a aplicacdo etessd de ésteres etilicos a partir de reacdes
de esterificacdo de matérias-primas com elevadaleacidos graxos livres.

Os estudos realizados nesta dissertacdo contmbufrara o desenvolvimento e
aplicacao de biocatalisadores de baixo custo, tevam consideracdo a matriz do suporte e
permitindo o seu uso em sintese organica.

Foi avaliada a estabilidade térmica como uma ésfimtpara escolha dos melhores
derivados, observou-se que os derivados que oatvemelhor desempenho foram
Gel/SDS/Hex que apresentou eficiéncia de 4,1%, eedgpmeia-vida de 12,7 minutos e 30
vezes mais estavel que a enzima na sua formaAlgé&sSDS/Hep apresentou eficiéncia 6,0%,
tempo de meia-vida 0,5 minutos e 1,3 vezes madwestQui/SDS/Hep apresentou eficiéncia
1,0%, tempo de meia-vida 1,0% e 2,3 vezes maigasta

A metodologia de imobilizagdo seguida de ativagatogtutaraldeido 2% (v/v), apesar
de apresentar bons resultados de rendimento, tdmpaeia-vida e fator de estabilidade, ndo
apresentou boa atividade do derivado e eficiénaissada pela reducdo dos poros apos
reticulacdo, dificultando o acesso do substratosdim ativo. O uso do brometo de
hexadeciltrimetilamonio (CTABr) ndo apresentou baesultados, devido inativagédo da
enzima causado pelo tensoativo.

Os estudos para investigar a carga maxima de ergimgode ser imobilizada por
massa de suporte foram realizados nas temperateire85°C e 25°C, observou-se que para 0s
trés derivados selecionados as melhores eficiéfmias obtidas utilizando carga de 50U.g
tendo um decréscimo a medida que a carga enzingiteenta, comprovando que com a
aumento da carga enzimatica ha reducdo da difiaslei do substrato nos poros do gel,
reduzindo a eficiéncia. Notou-se também que a ga@oiana temperatura nao acarretou
mudancas significativas nos valores de eficiénda, apresentando efeitos difusionais.

Na esterificacdo do acido oleico o derivado Qui/$2p apresentou a melhor
resultado com 80,0% de conversao na razdo moldo/atiool 1:1, seguido de Gel/SDS/Hex
com 72,9% e Alg/SDS/Hep com 16,9% de conversacamaor molar acido/alcool 1:10. A

utilizagédo da zedlita foi favoravel para o derivdelel/SDS/Hex nas razfes de 1:1 e 1:5, onde
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a conversdo aumentou de 21,6 % para 79,0% e deéocStafa 79,0%, respectivamente. A
adicdo de zedlitas ndo apresentou bons resultadasos demais derivados, acarretando em
um decréscimo da conversao.

O derivado Alg/SDS/Hep apresentou boa estabiligadstocagem sob 10°C por um
periodo de 60 dias, tendo um decréscimo ao longtempo. Os derivados Gel/SDS/Hex e
Qui/SDS/Hep apresentaram estabilidade por 40 di@ass este periodo também observou-se
reducdo das atividades. O derivado produzido a thaggelatina ndo apresentou estabilidade
fisico-quimica, acarretando em uma perda de maskego do tempo.

Desta forma, esta dissertacdo mostra que a apdicde@ivados de lipases de
Rhizomucor mieheimobilizadas em organo-géis é viavel e promissanda vez que
obtiveram-se 6timas conversdes nas reacdes dédiea¢&io de matérias-primas com elevado
teor de acidos graxos livres. O uso de sistemasorgano-géis evita uma possivel
desnaturacdo das enzimas ao serem utilizadas erented organicos, portanto, esses

sistemas tornam-se uma nova alternativa para imag#o de enzimas.
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6. Sugestdes para trabalhos futuros

» Estudar outras metodologias de ativacdo, comoxymmplo, por epicloridrina e glicidol;

* Realizar ensaios de estabilidade operacional,

* Avaliacdo dos parametros cinéticos km e Vmax pammehores biocatalisadores;

* Realizar ensaios de caracterizacdo dos suportes;
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ANEXOS

ANEXO A - Perfis de inativagdo térmica a 60 °C da lipasRhizomucor mieh na forma
soluvel e imobilizada em diferentes supc
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Figura Al- Perfil de inativacdo térmica a 60 °C da lipaseRhizomucor mieh na forma
soluvel. As linhas indicam ajuste do modelo de umeeato exponencial de Sad-Henley

aos pontos experimentais.
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Figura A2- Perfil de inativagéo térmica a 60 °C da lipasRhizomucor mieh imobilizada
em (a) Gel/SDS/Hexano e (b) Gelatina/SDS/Heptasdinkas indicam ajuste do modelo
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Figura A3- Perfil de inativacédo térmica a 60 °C da lipaseRhizomucor mieh imobilizada
em (a) Gel/SDS/Hexano e (b) Gelatina/SDS/Heptaivadis com glutaraldeido 2% (v/v). .
linhas indicam ajuste do modelo de decaimento expual de Sada-Henley aos pontos

experimentais.
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ajuste do modelo de decaimento exponencial de 8-Henley aos pontos experiment
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