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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, a producdo de amostras de lipase imobilizada em
quitosana (suporte de baixo custo), visando aplicacdo em reacOes de hidrélise e sintese. A
lipase imobilizada foi obtida por adsorc¢do fisica ou ligacdo covalente usando hexano como
meio de dipersdo. Dois tipos de quitosana (grau analitico e farmacéutico) foram usados para
imobilizar a lipase de fonte microbiana (Candida rugosa) e de células animais (pancreas de
porco). Os melhores resultados com relacdo a retencdo de proteina (80%) e eficiéncia de
imobilizagdo (15%) foram obtidos para a lipase microbiana imobilizada em quitosana de
grau farmacéutico. Este par foi selecionado para estudos de imobilizagdo adicionais,
incluindo a caracterizagao do derivado imobilizado em meio aquoso e ndo-aguoso.

Em meio aguoso, um estudo comparativo entre lipase livre e imobilizada foi
efetuado em termos de pH, temperatura, estabilidade térmica e estabilidade operacional.
Mediante o procedimento de imobilizacdo, ocorreram modificacBes para pH mais acido
(6,0) e para maior valor de temperatura 6tima (45°C) quando comparado com os valores
originais da lipase na sua forma livre (pH 6timo 7,0 e temperatura de 37°C). Os perfis das

curvas de estabilidade térmica sugerem que o procedimento de imobilizacdo tende a
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aumentar a estabilidade térmica da enzima lipase. O tempo de meia-vida da lipase livre a
55°C foi da ordem de 0,41 h (Kq = 1,7 h), enquanto para a lipase imobilizada foi
encontrado um valor 0,86 h (kq = 0,81 h™"). A estabilidade operacional da lipase imobilizada
em meio ndo-agquoso, verificada em bateladas ciclicas de hidrdlise do azeite de oliva (37°C/
10 minutos), revelou um tempo de meia-vidade 5 horas a 37°C.

Na caracterizacdo em meio organico, a potencialidade da lipase imobilizada foi
iniciadmente verificada pela quantificacdo do seu desempenho na esterificacdo direta de
diversos dcoois difaticos e acidos graxos, sendo selecionado para um estudo mais
detalhado o sistema butanol (ButOH)/ écido butirico (Abut), empregando a metodologia de
plangamento estatistico. Um plangjamento fatorial completo 2° em dois niveis foi usado
para determinar a influéncia dos fatores. temperatura (37 e 50°C), massa de lipase (0,25 e
0,5 gramas) e razédo molar entre Abut: ButOH (1 e 2) na varidvel resposta (rendimento de
éster). Para cdlculo do erro experimental, foram realizados trés experimentos no nivel
médio. Os resultados foram andlisados pela técnica da Andlise de Variancia (ANOVA),
sendo verificado como fator mais significativo na formacéo de butirato de butila a massa de
enzima. Dentro da regido experimental avaliada, néo houve evidéncia de interagdo da massa
de lipase com os outros dois fatores.

A lipase imobilizada foi usada sucessvamente (24 h 37°C) em reagbes de
esterificagdo do butanol com &cido butirico e ao final do sétimo reciclo foi constatada uma
reducdo significativa no rendimento do éster (83%) apesar de uma perda da atividade
hidrolitica de apenas 28%. Isto sugere que ndo ocorre desigamento da enzima do suporte
mas uma alteracdo das condigbes de hidratacdo da preparacdo imobilizada, afetando
diretamente a atividade sintética no novo ciclo. Nesse sentido, técnicas que permitam a
remocdo de reagentes ndo consumidos e produto formado da fase solida da enzima podem
melhorar a estabilidade operacional da lipase imobilizada.

Por meio da técnica adotada foi constatado que, além da simplicidade do proprio
método, a conformacdo da enzima e do seu sitio ativo foram preservados por ndo haver o
envolvimento de nenhuma espécie reativa, 0 que propiciou a obtencdo de um sistema
imobilizado com atividade média de 50 U/mg de suporte seco, cujas propriedades cataliticas
foram consideradas adequadas tanto para conduzir reagdes de hidrélise (hidrélise de azeite

de oliva) como de esterificacdo (sintese do butirato de butila ou ésteres similares).
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ABSTRACT

The objective of this work was the production of immobilized lipase derivatives on
chitosan (cheap support), aiming their application on hydrolytic and synthetic reactions. The
derivatives were obtained by physical adsorption and covalent binding using hexane as
dispersion medium. Two types of chitosan (analytical and pharmaceutical grade) were used
for immobilizing lipase from microbial source (Candida rugosa) and animal cell (porcine
pancreas). The best results with respect to the recovery of total activity after immobilization
(protein retention of 80% and immobilization efficiency of 15%) were obtained for
microbial lipase and pharmaceutical grade chitosan. This set was selected for further
immobilization studies, including fully characterization of the immobilized derivative under
aqueous and non-aqueous media.

Under aqueous medium, a comparative study between free and immobilized lipase
was provided in terms of pH, temperature, thermal stability and operational stability.
Slightly lower value for optimum pH (6.0) was found for the immobilized form in

comparison with that attained for the free lipase (7.0). The optimal reaction temperature



shifted from 37°C for the free lipase to 50°C for the chitosan lipase. The patterns of heat
stability indicated that the immobilization process tends to stabilize the enzyme. The half-
life of the free lipase at 55°C was equal to 0.41 h (Kq= 1.7 h™), whereas for the immobilized
lipase was found to be 0.86 h (ks = 0.81 h™). The operation stability of the immobilized
lipase was tested by repeated assays (olive oil hydrolysis for 10 mirn/ 37°C) and a half-life of
5 hours was observed.

Under organic medium, the potential application of the immobilized derivative was
verified by testing its performance on the esterification reaction using severa diphatic
alcohols and fatty acids. The system butanol (ButOH)/ butyric acid (Abut) was selected for
a detailed study employing statistical experimental design. A full 2° factorial design at two
levels was used to determine the influence of three factors. temperature (37 and 50°C),
amount of lipase (0.25 and 0.5g) and molar ratio between Abut: ButOH (1 and 2) on the
variable response (yield of ester). Three runs were carried out at the center point level for
experiment error estimation. The results were analyzed by Analysis of Variance (ANOVA)
and the most significant main effect on the formation of butyl butyrate was the initial lipase
amount. For the experiment range studied, there was no evidence on the interaction of the
lipase amount with the other two factors.

The immobilized lipase was used repeatedly (seven times) in batch esterification
reactions of butanol with butyric acid and the activity loss in long-term was about 28%,
however there was a significant decrease on the esterification yields (83%). This suggested
that no desorption of the enzyme from the support occurred. It is therefore likely that
reactants and product bind to the solid enzyme phase resulting in drastic changes in the
enzyme synthetic activity for the next cycle. In this sense, techniques alowing the removal
of these potentia inhibitors from the enzyme solid phase, are expected to improve the
operationa stability of thisimmobilized derivative.

By using the immobilization procedure, it was verified that besides the simplicity of
the technique, the enzyme conformation and its active site were preserved since no chemical
species were involved, this provide an immobilized system with an average activity of 50
U/mg dry support , and suitable catalytic properties to conduct either hydrolysis (hydrolysis

of olive oil) or esterification reactions (butyl butyrate synthesis or similar esters).
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1. INTRODUCAO

As limitagdes existentes na obtencdo de produtos e intermedidrios de interesse
comercial podem ser associadas aos tipos de catalisadores quimicos empregados, que sao
pouco versateis e requerem altas temperaturas para atingir razoavel velocidade de reacao.
Além disso, possuindo baixa especificidade, geralmente, fornecem produtos de composicéo
guimica mista, ou produtos contaminados, que requerem uma etapa posterior de purificacdo
(DORDICK, 1989). Neste contexto, o enfoque biotecnolgico, vem se apresentando como
uma opcao interessante para sua exploracdo na sintese organica, principalmente quando séo
consideradas algumas das vantagens dessa rota, tais como: i) maior rendimento do
processo; ii) obtencdo de produtos biodegradaveis; iii) menor consumo de energia; iv)
reducdo da quantidade de residuos; v) introducdo de rotas mais acessiveis de producdo
(BRINK et al., 1988).

A &rea de atuacdo da biotecnologia, que pode alcancar as metas acima tragadas é
denominada de biotransformacéo. Este termo € aplicado a uma modificago especifica ou a
uma interconversdo de estruturas quimicas provocadas por enzimas contidas nas células ou
por enzimas livres diferindo assm da fermentacdo, na qual o substrato € convertido ao
produto fina por meio de uma complexa via metabdlica (VEZINA, 1987). As
biotransformagdes podem ser redlizadas por meio de microrganismos Vvivos ou materiais
biolégicos como RNA", anticorpos ou enzimas isoladas (PEREIRA, 1995).

Enzimas isoladas ou purificadas possuem diversas propriedades que tornam seu uso
atrativo como catalisador em biotransformacdo (LEUENBERG, 1990). As enzimas sdo
extremamente ativas, versateis e realizam uma variedade de transformacdes sob condictes
brandas e de maneira seletiva. Adicionalmente, desenvolvimentos recentes em enzimologia,
principalmente engenharia de proteinas e reacbes enziméaicas em meios nao-aquosos,
aumentaram consideravelmente o potencial de aplicacéo das enzimas como catalisador em
processos industriais (FABER, 1997).

Entre os processos quimicos de maior interesse industriadl estdo as reacOes
catalisadas pelas lipases, as quais representam aproximadamente 20% das
biotransformagdes realizadas atuamente (GITLESEN et al., 1997). O potencial de uso
industrial das lipases é destacado pela versatilidade em processos hidroliticos e de sintese.
Além disso, as lipases possuem especificidade comprovada, fornecendo produtos que nédo

poderiam ser obtidos por processos quimicos convencionais. Para que a biotransformacéo



possa competir com a producdo quimica otimizada, alguns pontos de natureza técnica
devem ser considerados. A imobilizagdo da lipase, por exemplo, é um fator limitante na
economicidade do processo. As lipases, devido a sua natureza protéica, podem sofrer ao
longo de uma reagdo um processo de desnaturagdo como perda progressiva da atividade
funcional. Por meio da imobilizacdo em suportes solidos, entretanto, pode ocorrer um
aumento na estabilidade do catalisador, prolongando sua vida util. A imobilizacéo facilita a
recuperacdo da enzima do meio reacional, possibilitando sua posterior reutilizagdo
(TANAKA e SONOMOTO, 1990).

Os métodos e suportes disponiveis atuamente sdo inlmeros e a escolha € uma
estratégia baseada em processos especificos de catdlise, incluindo pardmetros como
atividade enzimética, utilizacdo efetiva da lipase, desativagdo e caracteristicas de
regeneracdo, custo, toxicidade dos reagentes de imobilizagdo, propriedades finais da lipase
imobilizada (MALCATA et al., 1990; BALCAO et al., 1996; YAHYA et al.,1998;
OLIVEIRA, 1999).

Este trabaho estd inserido em amplo projeto de pesquisa que visa o
desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo de lipases para aplicacdo em meios atamente
polares. Este projeto vem sendo desenvolvido desde 1996, envolvendo a colaboragéo
técnica entre os Departamentos de Engenharia Quimica desta Universidade e da Faculdade
de Engenharia Quimica de Lorena. Os trabalhos, até o momento, reaizados empregaram
suportes inorganicos para imobilizacdo de lipases pancreética e microbiana (CASTRO et
al., 1999; SOARES et al., 1999). Para execucdo desta dissertacdo, optou-se pela
imobilizacdo da lipase em suportes organicos (quitosana). A simplicidade do método e a
possibilidade de obter facilmente este tipo de suporte a partir de fontes naturais (por
exemplo, rejeitos da indUstria pesqueira) foram fatores determinantes para a selecéo desta
metodologia.

Neste trabalho, quitosana foi utilizada como suporte para imobilizar lipase de origem
animal e microbiana por adsorgéo fisica e ligagdo covaente. A preparagéo de lipase imobilizada

mais ativa foi caracterizada e aplicada em reagdes de hidrélise e sintese.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ENZIMASCOMO CATALISADORES

Enzimas sdo catalisadores biologicos, constituidos de proteinas ou glicoproteinas, que
participam de muitas reacGes quimicas nos seres vivos (BAILEY e OLLIS, 1986). Ao
contrario dos catalisadores quimicos, as enzimas catalisam as reagdes em condicdes
brandas, em solugdes aquosas/ou ndo-aquosas, temperatura e pressdo ambientes (CONN e
STUMPF, 1972; DIXON e WEBB, 1979). As enzimas também se caracterizam pela
especificidade em relagdo ao substrato, algumas atuando num limitado grupo de compostos,
enquanto outras agem sobre um Unico substrato.

As enzimas, como toda proteina natural, s8o constituidas de uma ou mais cadeias de
L-aminoé&cidos ligados covalentemente por meio de ligacBes peptidicas. A composicdo em
aminoé&cidos e a sequiéncia destes na cadeia s8o caracteristicas particulares de cada enzima
e, de certa forma, induzem uma conformagdo tridimensional prdpria, essencial a atividade
catalitica. Esta atividade é exercida pelo centro ativo, que pode ser definido como a(s)
parte(s) da estrutura da enzima que atua (m) em contato direto com a substancia (substrato)
a ser transformada. O modo de reagir estd associado ao conceito de formagao inicial de um
complexo enzima-substrato [ES]. A existéncia deste complexo ES, foi deduzida: 1) pelo
alto grau de especificidade apresentado pelas enzimas, 2) pela forma da curva de velocidade
em funcdo da concentracdo de substrato; e, 3) pelo fato de que os substratos
freglientemente protegem as enzimas de inativagdo (FABER, 1997).

O dto grau de especificidade das enzimas sugeriu EMIL FISCHER em 1894, a
propor a hipotese do modelo chave-fechadura. Esse modelo assume que a enzima possuli
uma regido, sitio ativo, a qual é complementar em tamanho, forma e natureza quimica a
molécula de substrato (Figura 2.1). Ja a hip6tese de KOSHLAND, mais moderna, ou sgja,
da enzima flexivel ou do encaixe induzido considera que o sitio ativo ndo precisa pré-existir
sob uma forma geométrica rigida, devendo contudo existir um arranjo espacial preciso e
especifico dos grupamentos R dos aminoacidos, arranjo esse que € induzido pelo contato
com o substrato (Figura 2.2) (FABER, 1997).

O sitio ativo de uma enzima contém os radicais de aminoécidos, conhecidos como

grupamentos cataliticos, os quais sdo responsaveis pela formacdo e ruptura de ligagdes. Em



funcdo da conformacdo tridimensional da molécula, os sitios ficam de uma forma espacial
bem préximos, definindo assim uma estrutura peculiar que confere as enzimas propriedades
distintas e especificas. Apesar das enzimas diferirem em estrutura, especificidade e modo de
catélise, algumas consideractes de seus centros ativos devem ser observadas, tais como: 1)
o sitio ativo ocupa uma parte relativamente pequena do volume total de uma enzima; 2) o
sitio ativo € uma forma tridimensional; 3) os substratos ligam-se as enzimas por multiplas
atracOes fracas, e, 4) a especificidade de ligagdo depende do arranjo definido com preciséo
pelos aomos no centro ativo (STRYER, 1992).

C__ C

: SUBSTRATO :

ENZIM A

SUBSTRATO

ENZIMA

-

Figura 2.1. Mecanismo chave fechadura (FABER, 1997)

ENZIMA ENZIMA

SUBSTRATO SUBSTRATO

Figura 2.2. Mecanismo do encaixe induzido (FABER, 1997)



Portanto, a caracteristica mais importante de uma enzima € o seu ato poder
catalitico. Deste modo, 0 nome de uma enzima ndo especifica a estrutura mas,
contrariamente, define a principal reagdo catalisada. As enzimas sdo classificadas em 6
classes: 1) oxidorredutases, 2) transferases; 3) hidrolases; 4) liases, 5) isomerases, e 6)
ligases (sintetases). Essas classes sdo posteriormente subdivididas em subclasses, para
especificar o tipo de reacdo mais pormenorizadamente e para indicar a natureza quimica dos
reagentes. Cada enzima recebe entdo um nimero EC (Enzyme Commission) consistindo em
quatro partes, as trés primeiras definindo os trés nivels de classificacdo e a quarta Unica para
a enzima em particular. Deste modo, por exemplo EC 3.1.1.3, refere-se a uma enzima que
catalisa a hidrolise de éster, sendo esta uma reagdo reversivel. O nome tradicional é lipase.

Dados referentes a0 mercado das enzimas sdo baseados em critérios bastante
diferentes para estimativas e avaliagdes, 0 que resulta em conclusdes muito divergentes
umeas das outras. Num estudo realizado por SHANLEY (1998) foi efetuada uma estimativa
do volume de mercado das enzimas mais importantes. Cerca de US$ 1.350 bilhGes/ ano sdo

investidos em biocatalisadores, conforme é mostrado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Mercado global da indUstria de enzimas

Setor Enzimas Milhdes de Délares
(US$)
Producdo de amido a-amilase, glucoamilase 500
glucose isomerase
Detergentes Protease, lipase, amilase 450
Téxteis Amilases 150
Tratamento de couro Enzimas diversas 25
Papel e celulose Celulases 25
Laticinios Rennet e lactase 150
Papaina - 25
Pectinesterases - 30
Tota US$ 1.355 hilhdes

Fonte: SHANLEY (1998).

Enquanto o nimero de companhias que comercializam enzimas esta proximo do
milhar, 0 nimero de produtores € muito inferior. Ao todo, nos Estados Unidos e parte oeste
da Europa existem apenas cerca de 30 indUstrias produtoras de enzimas. Muitos produtores

sd0 do ramo da industria quimico-farmacéutica, para os quais o lucro proveniente das



enzimas desempenha um papel pouco significativo na sua producéo anual. Cerca de 90% da
producdo anual de enzimas provém dos dez maiores produtores.

Na gama de indlstrias nas quais as enzimas sdo aplicadas, as indUstrias de
detergentes e do amido sdo de longe as mais importantes. Juntas elas consomem quase 2/3
da producdo mundia de enzimas. As enzimas, com o seu papel de catalisadores especificos,
tornam possivel um grande nimero de processos cujos produtos possuem um valor de
mercado muito superior ao das proprias enzimas.

Embora nos ultimos 20 anos, a utilizacgo de enzimas na indUstria esteja aumentando
rapidamente, ainda existe um grande campo para a sua expansdo. Novas enzimas vao
criando oportunidades e, em alguns ramos da indUstria a utilizacdo das enzimas esta apenas
comegando. Um exemplo tipico é uso de enzimas em sintese organica (SOLEWICK, 1987;
MONOT, 1994; FABER, 1997).

2.2. ENZIMASEM MEIOSNAO CONVENCIONAIS

No passado, tinha-se a concepcdo que as enzimas possuiam pouca utilidade em
sintese orgéanica, tendo em vista que 0 meio reacional necessario para realizar esse tipo de
processo € de natureza organica e suponha-se que as enzimas eram inativas em contato com
esse meio. Entretanto, estudos recentes demonstram que as enzimas podem ser
efetivamente usadas em aguns tipos de meios orgéanicos contendo baixo teor de agua
(menor que 200 ppm) e em alguns casos em auséncia total de &gua. I1sto é importante, pois
o equilibrio termodin@dmico de muitos processos de sintese, tais como a producdo de ésteres
a partir de acidos carboxilicos e dcool ndo sdo formados em presenca de dgua (CASTRO et
al., 1999). Em sintese orgénica, existem inimeras vantagens do uso de enzimas que
apresentam especificidade significativa para a formagdo de produto de tal forma que, custo
de separacdo, purificacdo e tratamento de residuos sgjam minimizados (LIMA e ANGNES,
1999). O estudo de enzimas em meio organico tem evoluido significativamente nos Ultimos
vinte anos (VULFSON, 1994). Tais estudos comecaram com a investigacdo do
comportamento das enzimas em sistemas predominantemente aguosos, 0s quais continham
pequenas quantidades de solventes organicos miscivels em &gua. Posteriormente,
desenvolveu-se sistemas enzimaticos para misturas de duas fases aquosal orgénica e, em

seguida, em meio organico contendo uma fase aquosa dispersa (microemulsoes).



Atualmente observarse, em um grande nimero de aplicacdes, a utilizacdo de
suspensdes enziméticas em solventes organicos praticamente anidros. Uma das principais
vantagens da catdlise em meio orgéanico € a possibilidade de efetuar reaces que utilizam
substratos formados por reagentes pouco sollveis em agua. Além disso, € possivel deslocar
o equilibrio termodindmico de reagdes que seriam impossiveis em meio aquoso, pela
extragdo dos substratos € ou produtos para a fase aguosa € ou organica ou pela
diminuicdo da quantidade de &gua do meio reacional. Desta forma, reacbes como a
esterificacdo e as interesterificacbes tornam-se viaveis industrialmente. Algumas vantagens

da catélise enzimética em meio orgénico sdo apresentadas na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Vantagens da catdlise enzimatica em meio organico

Aumento da disponibilidade de substratos pouco sollvels em agua;
Deslocamento do equilibrio das reaces,

Diminuicdo do nimero de reacdes indesgjavels,

Simplificagdo dos procedimentos de recuperacdo do produto e do biocatalisador;
Controle da estereosseletividade das reagdes enziméticas,

Diminuicdo de eventuais inibi¢cdes por substratos e produtos;
Aumento da estabilidade da enzima.

Fonte: MONOT (1994).

O uso de enzimas como catalisadores na sintese organica tém sido estudado,
principalmente, com o objetivo de preparar substancias biologicamente ativas. Entretanto,
0S processos catalisados por enzimas tendem a se tornar um procedimento rotineiro em
trabalhos de sintese, como ilustrado recentemente no livro “Biotransformations in Organic
Chemistry”, que reline exemplos de reactes catalisadas por diferentes classes de enzimas,
sob o ponto de vista sintético (FABER, 1997). A freqiiéncia do uso de uma particular classe
de enzima segue um perfil definido por suas vantagens técnicas e versatilidade de aplicacdo
(BRINK et al., 1988; DORDICK, 1989; MARGOLIN, 1991), na qual a participacdo das
hidrolases (lipases, esterases e proteases), perfazem um total de aproximadamente 75%.
Este fato € uma conseqiiéncia direta da disponibilidade comercial dessas enzimas o que
permite a selecdo da enzima mais adequada para a sintese desgjada (ZAKS et al, 1988;
FABER, 1997).



2.3. LIPASES

2.3.1. Caracteristicas e Propriedades

As lipases (EC 3.1.1.3) catalisam ambas as reacOes. hidrolise e sintese de éster a
partir de glicerol e acidos graxos de cadeias longas (Figura 2.3). Essas reacdes usualmente
s80 processadas com ataregio e/ou enantiosseletividade, tornando as lipases um importante
grupo de bhiocatalisadores em quimica organica. As razdes para 0 enorme potencial
biotecnoldgico das lipases incluem fatos relacionados com: 1) alta estabilidade em solventes
organicos, 2) ndo requererem a presenca de co-fatores; 3) possuirem uma larga

especificidade pelo substrato; e, 4) demonstrarem uma alta enantiosseletividade.

/ﬁ}\/\/\
o < = OH
)I\/\./\/\ Lipase )?\/\/\/\
o© 0O + 3H2O —— OoH + 3 HO
0)"\_/\/\/\ oH ‘
Triacilglicerol Glicerol Acido Graxo

Figura 2.3. A acéo catdlitica de lipases. Um triglicerideo pode ser hidrolisado para formar
glicerol e &cidos graxos, ou a reacao reversa (sintese) glicerol e acidos graxos
podem reagir paraformar o triglicerideo.

Um grande nimero de lipases tém sido produzidas comercialmente, sendo a maioria
de origem de fungos e bactérias. Uma publicacdo recente sobre a disponibilidade comercial
de lipases triacilglicerdis, listou enzimas de 34 diferentes fontes, incluindo 18 a partir de
fungos e 7 de bactérias (JAEGER e REETZ, 1998); a Tabela 2.3, apresenta as lipases
microbianas que parecem ser as mais usadas em biotecnologia. Nota-se que existe uma
confusdo consideravel sobre a origem de algumas lipases em particular, resultando em
mudancas nos nomes sistematicos de cepas fungicas e bacterianas que produzem estas
enzimas. Candida rugosa era formalmente denominada de Candida cylindraces;
Thermomyces lanuginosus era denominada de Humicola lanuginosa; Pseudomonas glumae
e Pseudomonas cepacia foram renomeadas como Burkholderia glumae e Burkholderia

cepacia, respectivamente. Além disso, a lipase B. glumae é idéntica a Chromobacterium



viscosum. O interesse crescente em lipases microbianas pode ser constatado pelo aumento
no nimero de excelentes monografias e artigos de revisdo cobrindo aspectos referentes a
biologia molecular, propriedades bioquimicas e em particular, as aplicaces biotecnoldgicas
destas enzimas (MARGOLIN, 1991; GILBERT, 1993; CASTRO e ANDERSON, 1995;
BALCAO et al., 1996; GANDHI, 1997; YAHYA et al., 1998).

Tabela 2.3. Exemplos de lipases microbianas disponiveis comercialmente

Origem Organismos produtores de lipases Comercializagao
Fungica Aspergillus niger Aldrich, Amano, Altus, Biocatalysts
Candida antarctica Fluka, Novo (SP526)
Candida lipolytica Amano (L), Biocatalysts, Fluka
Rhizomucor javanicus Amano (GC-20, GC-4), Biocatalysts
Rhizomucor miehei Novo Nordisk
Bacteriana Pseudomonas alcaligenes Genencor
Pseudomonas aeruginosa Amano
Pseudomonas fluorescens Aldrich, Amano, Biocatalysts
Bacillus subtilis Towa Koso
Chromobacterium viscosum Asahi, Biocatalysts, Sigma

Fonte: FABER (1997).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular entre 20 a 60 KDa e
serem ativas na faixa de pH 4 a 9. Sdo usuamente estaveis em solucfes aquosas neutras a
temperatura ambiente sendo que, a maioria apresenta uma atividade étima na faixa de
temperatura entre 30 a 40°C. Contudo, sua termoestabilidade varia consideravelmente em
funcdo de sua origem, sendo as microbianas as que possuem maior estabilidade térmica
(MACRAE e HAMMOND, 1985).

2.3.2. Estrutura e M ecanismo de Atuacéao

A estrutura tridimensional (3D) da lipase fungica de Rhizomucor e da lipase
pancreatica foram determinadas em 1990 (JAEGER e REETZ, 1998). Desde entdo, mais de

onze estruturas de lipases ja foram determinadas, das quais, com excecdo da lipase
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pancredtica, sdo todas de origem microbiana. Estas enzimas, apresentam massa molecular
a0 redor de 20 a 60 KDa e todas mostram uma caracteristica padréo conhecida como o
entrelagado de a/b hidrolase.

O sitio da lipase é composto de uma folha b centra consistindo de 8 diferentes fitas
b (b1-b8) conectados com seis a hélices (A-F). O sitio ativo é formado por uma triade
catalitica constituida pelos aminoacidos: sering, &cido aspértico (ou glutamico) e histidina; o
residuo nucleofilico serina € localizado no C-termina da fita b5 de um pentapeptideo
GXSXG dtamente conservado, formando uma caracteristica principal “b em torno de a”,
designada como o canto nucleofilico.

A hidrdlise do substrato inicia-se com o atague nucleofilico pelo oxigénio da serina
no &omo de carbono carbonilico na ligacdo éster, levando a formacéo de um intermediério
tetraédrico estabilizado pelas ligaces do hidrogénio a &lomos de nitrogénio de residuos da
cadeia principal pertencente a cavidade de oxianion. Um dlcool é liberado apds a formacao
do complexo acil-lipase, o qual € finalmente hidrolisado com a liberagcdo dos écidos graxos e
regeneracdo da enzima,

As reac0es lipoliticas ocorrem na interface agua-lipideo, podendo em alguns casos
impedir que as cinéticas das reacfes enzimaticas sgjam descritas pelas equacdes do tipo
MichaelissMenten. As equagdes de Michaelis-Menten s6 sdo validas se a reacdo catalitica
ocorrer em fase homogénea. Substratos lipoliticos usualmente formam um equilibrio entre
os estados monoméricos, micelar e emulsificados, resultando na necessidade de um modelo
de sistema adequado ao estudo da cinética da lipase. A técnica de camada Unica tem sido
usada extensivamente e mais recentemente, a tecnologia gota-6leo foi proposta para
estabelecimento da cinética da lipase, a qual € monitorada pela andlise automética do perfil
de uma gota de 6leo suspensa em agua; a reducdo na tensdo superficial entre o 6leo e a
&gua causada pela hidrdlise da lipase é medida em funcéo do tempo (JAEGER e REETZ,
1998).

O fenbmeno mais conhecido, originado de estudos cinéticos recentes de reacdes
lipoliticas € a “ativacdo interfacial”, o qual relaciona o aumento da atividade da lipase em
funcdo de substratos insolUveis que formam uma emulsdo. Lipases, diferentemente das
esterases, sd0 entdo definidas como carboxilesterases que atuam em substratos

emulsificados.
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A determinacéo da estrutura tridimensional (3D) da lipase fornece uma explicagéo
elegante para a ativacéo interfacial: o sitio ativo de lipases é coberto por uma superficie
entrelacada, o qual é denominado de tampa (ou borda). Quando da ligacdo do substrato na
superficie da enzima, esta tampa move-se, adterando a forma fechada da enzima para a
forma aberta, com o centro ativo agora acessivel ao substrato; e ab mesmo tempo, expondo
uma larga superficie hidrofébica que facilita a ligacdo da lipase a interface. A molécula da
lipase na conformac&o inativa com a borda fechada cobrindo o sitio ativo e na configuracéo
ativa com a borda aberta € mostrada na Figura 2.4 (SVANEBORG, 1999).

Recentemente, revelou-se que a presenca de uma estrutura em forma de uma tampa
ndo esta necessariamente correlacionada com a ativagéo interfacial (JAEGER e REETZ,
1998), lipases de origem microbiana (Pseudomonas aeruginosa, B. glumae e Candida
antartica B) e uma especifica lipase pancredtica néo mostraram ativacéo interfacial, embora
apresentem uma “tampa’ anfilica cobrindo seus sitios ativos. Esta observacdo sugere que a
presenca de uma tampa dominante e ativacdo interfacial ndo sdo critérios adegquados para
classificar uma enzima como a lipase. Portanto, a definicdo atual é bastante simples. uma

lipase é uma carboxiesterase que catalisa a hidrélise de acilglicerol de cadeialonga.

Figura 2.4. Edrutura da molécula de lipase na conformagdo inativa com a tampa fechada
cobrindo o sitio ativo (esquerdo) e na configuracdo ativa com a tampa aberta
(direita). SYANEBORG, C. Enzyme Divison, Novo Nordisk A/ S (Home page:
http/ www/ fys.risoe.dk./public/ lipase).
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2.3.3. Reacles Catalisadas pelas Lipases

As lipases catalisam uma série de diferentes reagdes. De fato, embora sua funcéo
natural sgja a quebra das ligagdes de éster de triacilgliceréis com o consumo de moléculas
de &gua (hidrélise), as lipases sdo também capazes de catalisar a reacdo reversa sob
condigdes microaquosas, como por exemplo, aformacdo de ligagdes éster a partir de dlcool
e acido carboxilico (sintese de éster). Estes dois processos basicos podem ser combinados
numa seqiéncia légica para resultar em reac6es de interesterificagdo (acidolise, alcodlise e
transesterificacdo), dependendo dos reagentes de partida empregados (Figura 2.5,
BALCAO et al., 1996).

1: Hidrélise

2: Sintese de éster

1+ 2: Alcoolise

1+ 3: Aciddlise

1+ 2+ 3+ 4: Transesterificagdo

Figura 2.5. Representacdo esquemética das reacdes catalisadas por lipases (BALCAO
et al., 1996).

2.3.4. Especificidade

A especificidade da lipase € um fator crucial para sua aplicacdo industrial. A enzima
pode ser especifica com relagdo & molécula écida ou acodlica do substrato. Em gera, as
lipases podem ser classificadas, em dois grupos (MACRAE, 1983): ndo-regiosseletiva e
regiosseletiva
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Lipases pertencentes ao primeiro grupo, ndo apresentam regioespecificidade e
liberam é&cidos graxos das trés posicdes do glicerol. Os produtos formados pela catélise
desse tipo de enzima, contém uma distribuicdo de grupos acila de composicdo similar aos
obtidos por catalise quimica.

Lipases do segundo grupo, liberam é&cidos graxos da posicdo 1 e 3 e formam, por
esta razdo, produtos com composicdes diferentes, daquelas obtidas pelas lipases ndo-
regiosseletivas ou catalisador quimico. Esta habilidade de produzir novos tipos de misturas
de triglicerideos, utilizando lipases regiosseletivas, é uma das caracteristicas mais
interessantes da lipase para sua aplicagéo no setor industrial.

Uma outra propriedade da lipase é referente a sua habilidade em discriminar os
enantiomeros de uma mistura racémica. Esta metodologia tem sido usada com bastante
sucesso na separacao seletiva de compostos contendo misturas racémicas, tarefa de dificil
execucao por métodos quimicos convencionais (JENSEN et al., 1990). A lipase tem sido
empregada para resolucdo de racematos resultando em rendimentos elevados, para
obtencdo de ésteres, dlcoois e acidos opticamente puros (JONES, 1986). Este tipo de
reacdo, pode ter uma importancia fundamental, pois isOmeros de aguns compostos
apresentam diferentes propriedades. No caso especifico dos medicamentos, o enantidmero
indesgjavel pode ter até uma acdo completamente diferente do composto opticamente ativo
ou pode mesmo causar efeitos colaterais. No campo alimenticio, sabe-se que, aforma R do
aspartame tem um sabor adocicado enquanto a forma S tem um sabor amargo (WELSH et
al., 1989).

2.3.5. Fatores que I nterferem nas Biotransformagdes com Lipases

2.3.5.1. Influéncia da Polaridade dos Solventes

A selecdo do solvente organico € um fator importante na catalise enzimatica em
meio ndo aquoso, devido a interferéncia direta do solvente na atividade, estabilidade e
especificidade da enzima (Tabela 2.4). Os solventes menos nocivos as enzimas s80 0S mais
hidrofébicos, por ndo interagirem significativamente com a agua necessaria para 0

funcionamento da enzima. Solventes hidrofilicos tendem a retirar a agua essencia da
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camada protéica, levando a perda da atividade enzimética. As enzimas, quando em

suspensao em solventes hidrofébicos requerem substancialmente uma menor quantidade de

&gua para obtencdo de sua atividade em comparagdo as enzimas suspensas em solventes
hidrofilicos (ZAKS e KLIBANOV, 1988).

Tabela 2.4. Log P de alguns solventes organicos.

Solvente LogP Solvente LogP
Triglima -1,9 Cloroférmio 2,0
Diglima -1,3 2-4-Dimetil-3-pentanol 2,3
N-N-Dimetilformamida -1,0 3-Etil-3-pentanol 2,3
Monoglima -0,75 Heptanol 24
4-hidroxi-4-metil-2-pentanona -0,34 Tolueno 2,5
Acetonitrila -0,33 Trifluorotricloroetano 2,8
Acetona -0,23 Octanol 29
2-Butanona 0,28 Hexano 3,5
Diclorometano 0,60 Pentiléster 3,9
2-Metil-2-propano 0,79 Heptano 4,0
2-Pentanona 0,80 Pentilbenzoato 4,2
n- Butanol 0,80 Feniléter 43
Acido butirico 0,81 Octano 4,5
1,2-Dicloroetano 1,2 Decano 5,6
2-Méetil-2-butanol 1,3 Undecano 6,1
4-Metil-pentanona 1,3 Dodecano 6,6
tert-Butilmetiléter 1,4 Tetradecano 7,6
2-Metil-2-pentanona 1,8 Hexadecano 8,8
Hexanol 1,8 Butiloleato 9,8

Fonte: LAANE et al. (1987).

Os solventes mais utilizados nas reagcOes catalisadas por lipases sdo: benzeno,

tolueno, n-hexano, heptano, ciclohexano, octano, e outros. As taxas de reagdes enziméticas

mostram que tais solventes sdo afetados drasticamente pela polaridade no meio organico.

Portanto, a polaridade do solvente (afinidade do solvente pela agua) se apresenta como um

dos critérios mais importantes para uma conducéo eficiente de uma reacdo enzimatica em

meio organico. Nesse sentido, logaritmo do coeficiente de particdo de um composto entre

n-octanol e agua (log P), tem sido largamente empregado para predizer o rendimento de

uma reacdo, em presenca de um determinado solvente. Conforme modelo proposto por
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LAANE et al. (1987), a reagdo se processa em maior extensdo na presenca de solventes
mais hidrofébicos (log P>3,0) e em menor extensdo em presenca de solvente hidrofilicos
(log P< 2,0). Exemplos de log P de alguns solventes orgéanicos estéo ilustrados na Tabela
2.4.

Entretanto, para garantir um adequado grau de biocompatibilidade do solvente com
o catalisador, utilizam-se critérios adicionais, tais como: densidade, viscosidade, toxicidade,

ponto de ebulicdo e a natureza quimica do solvente (PEREIRA et al., 1994).

2.3.5.2. Efeitos da Agua

As enzimas necessitam de uma peguena quantidade de &gua para manter seu estado
conformacional tridimensional ativo mesmo quando fixadas em suportes. A &gua contribui
para a integridade estrutural, a polaridade do centro ativo e a estabilidade protéica. Isto
fornece interacBes hidrofdbicas dos residuos polares com a molécula da enzima, a qual
poderia de outra maneira interagir uma com outra, criando uma conformagdo estrutural
incorreta. A &gua pode também limitar a solubilidade dos substratos hidrofébicos ao redor
da enzima. A quantidade de agua necesséria varia significativamente dependendo da origem
da lipase. Alguns pesguisadores sugerem uma monocamada de &gua ao redor da molécula
da enzima enquanto outros propdem quantidades minimas embebidas na molécula da
enzima (ZAKSet al., 1988; YAHYA et al., 1998).

Quando a lipase € usada nas reagdes de esterificagdo, € necess&rio um rigido
controle do teor de agua no meio reacional e um compromisso entre a insolubilidade dos
substratos em solventes apolar e 0 grau de desnaturacéo da enzima. Os mecanismos que
envolvem o controle destes parametros séo extremamente complexos, principamente com
relacdo ao teor de agua presente no meio reacional, que pode ter origem a partir de diversas
fontes (HALLING, 1992): i) agua oriunda do substrato e solvente (se presente); ii) agua
presente na enzima; iii) dgua no suporte de imobilizacdo (se presente) e iv) agua formada
durante a reacéo.

Por esta razdo, um controle do teor de &gua no meio reacional deve ser efetuado,
por meio de uma selecdo adequada dos parametros de reacdo. Uma das grandes

dificuldades nessas reacBes € a remocdo de agua produzida no progresso da sintese,
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evitando o aumento do teor de agua no meio reaciona e, consegiientemente, a inversao do
sentido desgjado da reacdo. Neste caso especifico, sGo comuns procedimentos de remocao
desse subproduto por técnicas adequadas como: borbulhamento de nitrogénio ou ar,
evaporacdo simples, utilizacdo de agentes dessecantes (peneiras moleculares ou pares de
sais conjugados), destilacdo simples ou a pressdéo (HALLING, 1990; CASTRO e
ANDERSON, 1995; YAHYA et al., 1998).

Numa reacdo de esterificacdo catalisada por Lipozyme em heptano, CASTRO et al.
(1992b), testaram diferentes técnicas de remocdo de égua (por borbulhamento de ar,
lavagem com acetona seguido por borbulhamento e adicdo de peneira molecular). Todas as
trés estratégias resultaram em quantidades similares de remo¢do de agua da fase sblida
(enzima e suporte). Apesar das peneiras moleculares terem reduzido a quantidade de adgua
no meio reacional, a dgua formada durante a reacdo foi incorporada a enzima e teve um
pequeno efeito no produto de conversdo. Um decréscimo da conversdo foi reportado paraa
reacdo de esterificacdo quando o periodo de contato da peneira molecular com a enzima foi
maior que 12 horas (CASTRO e JACQUES, 1995).

Em escala industrial de bioconversdo, a secagem com peneiras moleculares é
impraticavel devido a sua saturacdo, 0 que exige um esforco intenso para sua regeneracao.
Adicionamente a forte afinidade das peneiras moleculares pela agua pode causar uma
excessiva desidratacdo da enzima. MUKESH et al. (1997), descreveram todos esses
problemas usando uma lipase em reator tubular de reciclo com uma coluna de separacéo
com peneira molecular. A regeneracdo da coluna de adsorcdo pode ser redizada
independente da saturacdo sem o rompimento da coluna.

Perevaporacdo € considerada um método atrativo para a remocdo de &gua em
sistemas organicos e livre de solvente especialmente em processos continuos e em larga
escala. Enzimas podem ser imobilizadas para reduzirem o risco de perda da membrana.
Agua é removida a partir do sistema reacional por sor¢do seletiva por uma membrana
homogénea polimérica e ndo porosa. Isto é seguido pela difusdo seletiva através da
membrana e evaporacdo até a fase vapor. A diferenca nas pressdes parciais entre os dois
tipos de membranas fornecem uma forca de empuxo para 0 processo enquanto as diferencas
de solubilidade dos componentes de reagcdo na membrana fornecem esta seletividade.

Este método foi testado com grande sucesso por KWON et al. (1995), na reacéo de

esterificagdo do écido oléico e n-butanol catalisada pela Lipozyme em isooctano a 25°C.
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Uma conversdo final de 92% foi obtida com a evaporacdo do processo através da
membrana de acetato de celulose comparado com 61% sem evaporacdo, depois de 140

minutos.

2.3.5.3. Influéncia do Uso de Lipases Imobilizadas

Quando a &gua é substituida por um solvente organico, alteracbes na conformagao
nativa da enzima podem ocorrer tanto na estrutura tercidria como nas mais proeminentes
estruturas secundérias (a-hélice e a conformacdo b) acarretando, desta maneira, a sua
desestabilizagdo. Com o objetivo de assegurar uma conformagdo enzimética cataliticamente
ativa em meio organico, a molécula de enzima deve ter uma camada de hidratacdo definida
(CASTRO e ANDERSON, 1995), separando o solvente do contato com a superficie da
proteina e contribuindo para o aumento da sua flexibilidade interna. Uma outra maneira de
proteger a configuracdo nativa da enzima, € por meio de sua insolubilizacdo em suportes
solidos. A imobilizacdo da enzima, tem um efeito benéfico na sua estabilidade, em funcéo
das interaces fisicas e quimicas entre o suporte e as moléculas da enzima. A imobilizacgo,
também auxilia na dispersdo homogénea da enzima no meio, 0 que é essencia, para a
conducdo de reacbes enziméticas (TANAKA e SONOMOTO, 1990; CASTRO e
ANDERSON, 1995; YAHYA et al., 1998).

Ha uma vasta quantidade de trabalhos na literatura que tratam das diferentes
técnicas de imobilizaco de lipases, caracterizacdo dos complexos ativados e aplicacbes em
reag0es que Se processam em meios aguosos e ndo-aquosos. Uma grande variedade de
materials naturais, sintéticos organicos ou inorganicos, com diferentes caracteristicas de
tamanho, forma e densidade, foram estudados para a imobilizacgo de lipases (MALCATA
et al., 1990; BALCAO et al., 1996).

Atualmente diversas preparacOes de lipase imobilizada, ja estdo disponiveis
comercialmente, entre as quais destaca-se a preparacdo comercidizada pela NOVO
NORDISK (1986), sob a denominacdo de Lipozyme. As boas caracteristicas da Lipozyme,
como alta atividade e estabilidade para temperatura de até 60°C, tornaram esta preparacao
comercial uma das mais bem testadas em escala de laboratorio (CASTRO e ANDERSON,
1995; LANGONE, 1998). Lipozyme é fornecida para o mercado consumidor com o teor de
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umidade de 10%. O suporte utilizado, permite que sejam efetuadas ateracdes no estado de
hidratacdo da enzima, ou por secagem ou pela adicdo de agua. Apesar dessas vantagens,
seu grande poder hidrofilico tem imposto algumeas limitaces para a condugdo de processos
continuos ou mesmo para 0 emprego de substratos atamente polares, incentivando

pesquisas para o desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo de lipases.

24. ENZIMASIMOBILIZADAS

O uso de enzimas tem muitas aplicagdes industriais, sendo, no entanto, limitado por
sua relativa instabilidade em solucéo, custos elevados de isolamento e purificacéo e a
dificuldade técnico-econémica de recuperacdo para reutilizagdo da enzima ativa da mistura
reacional apos a finalizagdo do processo catalitico. Este inconveniente pode ser minimizado
quer pela sintese quimica de compostos que possam reproduzir a atividade e a
especificidade das enzimas possuindo melhores estabilidade (enzimas sintéticas-sinzimas ou
andlogos enziméticos), quer pelo uso de técnicas de imobilizacdo, tornando as enzimas mais
estavels cataliticamente e simplificando as etapas de recuperacéo do produto (CHIBATA e
WINGARD, 1983).

As enzimas sdo geralmente muito menos resistentes que os catalisadores industriais
comuns, e requerem um cuidado consideravelmente superior na sua manutencdo. A
atividade enzimética € influenciada por fatores ambientais, como a temperatura, pH do meio
e concentracdo do substrato.

Nas duas Ultimas décadas houve um desenvolvimento muito rdpido no uso de
enzimas como catalisadores para fins industriais, analiticos e farmacéuticos. Nesta érea,
enzimas ativas e estéveis tém sido imobilizadas, de modo a tornar possivel 0 seu uso da
mesma forma que os catalisadores solidos nas reactes quimicas (LIMA e ANGNES, 1999).
Algumas das principais vantagens das enzimas imobilizadas relativamente a sua forma
sollvel sdo resumidas na Tabela 2.5.

Além da sua principa aplicagdo que é a industria, as enzimas imobilizadas tém sido
consideradas como modelos, com interesse académico, no estudo da relacdo entre a
atividade catalitica e a estrutura protéica. Também muitas enzimas existem ligadas
naturalmente a membranas celulares ou a organelas celulares nos organismos, razéo pela

gual as enzimas imobilizadas podem ser utilizadas para simulagdo destas enzimas ligadas.
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Tabela 2.5. Vantagens das enzimas imobilizadas relativamente as enzimas sollveis

1. Asenzimas podem ser reutilizadas.

2. Os processos podem ser operados continuamente e controlados com facilidade.

3. Os produtos séo facilmente separados.

4. Os problemas de efluentes e de manuseamento de materiais SSo minimizados.

5. Em alguns casos as propriedades enziméticas (atividade e estabilidade) podem ser
dteradas favoravelmente pelaimobilizaco.

As enzimas imobilizadas sdo definidas como “enzimas que estdo fisicamente
confinadas ou localizadas numa certa regido do espaco, com retencdo das suas atividades
cataliticas e que podem ser utilizadas repetidamente e continuamente”. O termo enzimas
imobilizadas inclui: (1) enzimas modificadas a uma forma insolivel em é&gua por técnicas
adequadas, (2) enzimas solUveis usadas em reatores equipados com membranas de
ultrafiltragdo ndo-permeaveis que retém as moléculas enziméticas dentro do reator e (3)
enzimas cuja mobilidade foi restringida por ligacdo a outras macromoléculas, sendo o
composto resultante solivel em &gua (CHIBATA, 1978).

Um critério vital em processos industriais € um alto rendimento por espaco e tempo,
gue pode também ser expresso como a produtividade volumétrica (kg de produto por
volume do reator, em m®, por hora). A imobilizacdo permite alcancar e manter uma ata
atividade catalitica num volume pequeno. Isto conduz ndo s6 a altas produtividades
volumétricas mas também a condi¢bes mais suaves para substratos e produtos, pela reducéo
do tempo de exposi¢cdo e das condicdes de reacéo (CHIBATA, 1978; ZANIN, 1989).

As enzimas imobilizadas estdo sempre em competicdo com as enzimas nativas. A
decisdo da forma mais adequada deve ser efetuada tomando por base uma andlise cuidadosa
de cada situacdo em particular. No caso de enzimas de baixo custo e com alta atividade, a
imobilizacdo raramente apresenta vantagens técnicas. Esta é uma das razdes pelas quais as
hidrolases imobilizadas, por exemplo, ndo se tornaram comuns na hidrélise do amido, uma
das aplicacOes classicas das enzimas (CLARK, 1994).

A natureza do substrato também desempenha um grande papel na decisdo se
enzimas nativas ou imobilizadas devem ser usadas. Na indistria do couro ou para
amaciamento da carne, por exemplo, o uso de enzimas imobilizadas dificilmente é
vantgjoso. Entretanto, se 0 substrato formar uma solucdo limpida e possuir baixa massa

molecular, a imobilizagdo de enzimas podera ser empregada sem receio de surgimento de
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problemas. As razbes sd0 que a turbidez complica a separacéo dos hiocatalisadores do
substrato e que grandes moléculas de substrato, devido a sua imobilidade relativa, sdo
convertidas mais rapidamente por moléculas nativas (mdveis) do que por enzimas
imobilizadas (ZANIN, 1989).

Para um catalisador imobilizado, a hipétese de ser selecionado para um
procedimento particular depende, em larga escala se as suas propriedades melhoram quando
comparadas com a forma nativa. E sabido que a imobilizago pode provocar ateracdes
significativas na estabilidade, pH, temperatura e na constante de Michaglis - Menten (K,).

A manufatura de enzimas imobilizadas foi efetuada pela primeira vez nos principios
deste século com o trabalho de NELSON e GRIFFIN (1916) referente a adsorcdo da
invertase em carvao ativado e alumina, com retencdo da sua atividade catalitica. Contudo, o
desenvolvimento da quimica de imobilizagcdo veio apenas a processar-se a partir dos
principios da década de sessenta.

Atualmente as enzimas imobilizadas podem ser produzidas em diferentes formas:
particulas, membranas (as enzimas sdo imobilizadas por aprisionamento dentro de uma
membrana semipermedvel polimérica), tubos (enzimas em tubos sdo produzidas usando
nylon e tubos de poliacrilamida como suporte) e filtros (as enzimas sdo imobilizadas pelo
aprisonamento em fibras para formar fibras enziméticas). Contudo, as enzimas imobilizadas
sd0 mais encontradas na forma de particulas devido a facilidade de manuseio e de fécil
aplicacdo (HARTMEIER, 1988; CHIBATA e WINGARD, 1983).

2.4.1. M étodos de Imobilizacéo

Existem varios métodos de imobilizacdo de enzimas, cuja aplicacdo depende da
solubilidade da enzima. A Figura 2.6 apresenta uma das possiveis formas de classificacdo
dos métodos de imobilizagdo de enzimas. Esta foi sugerida por KENNEDY e ROIG (1995),
e procura combinar a natureza das interacBes entre enzima e suporte, responsaveis pela

imobilizag&o.
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| ]
Enzimas soltveis Enzimas insolUveis
I |_I_I
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Aprisionamento Ligacéo sem derivacéo com derivagéo

[ | I_I_I

em gel em fibras microencapsulacéo ligacéo simples reticulacdo

adsorcéo ligac&o ionica quelacéo ligacéo covalente

Figura 2.6. Classificacéo dos métodos paraimobilizacéo de enzimas

2.4.1.1. Ligagdo Cruzada na Auséncia de Suportes (Crosslinking)

Uma preparacdo enzimatica imobilizada pode ser obtida por ligacdo intra e
intermolecular cruzada das moléculas de enzima na auséncia de um suporte solido. Este
método € baseado na producdo de agregados tridimensionais de enzimas, que Sao
completamente insolGveis em &gua, por meio de reagentes bi- ou multifuncionais, que se
ligam covaentemente as moléculas da enzima. O glutaraldeido tem sido o agente de ligacéo
mais amplamente empregado, apesar de serem utilizados muitos outros reagentes
multifuncionais (HARTMEIER, 1988).

Apesar dos procedimentos para a imobilizagdo de enzimas por ligagdo cruzada
serem de simples execucdo, o estabelecimento das condigbes para obter um agente de
ligagdo cruzada que se ligue especificamente aos grupos funcionais da enzima néo
envolvidos na catdlise € dificil, e s80 normamente determinadas empiricamente. As
condig¢des Gtimas para alcancar uma boa insolubilidade e retencdo considerével da atividade
enzimatica dependem de um balanco de fatores como a concentracdo de enzima e do
reagente de ligagcdo, pH, forcaionica, temperatura e tempo de reagao.

A natureza das enzimas também possui influéncia na sua insolubilizacdo,
notadamente as proteinas ricas em L-lisina sdo facilmente insolubilizadas. A concentracéo
de glutaraldeido na reagéo aumenta o rendimento da atividade imobilizada até um maximo,

e depois diminui. A razéo 6tima de glutaraldeido e concentracdo de proteina esta4
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normalmente na ordem de 10% (p/p) e os melhores rendimentos de atividade séo
geramente obtidos com concentragcdes na faixa de 0,3 a 0,6% (v/v) de glutaraldeido
(CHIBATA e WINGARD, 1983).

A insolubilizacdo mais rapida de proteinas e enzimas ocorre em vaores de pH
normalmente perto de seus pontos isoelétricos. No entanto, algumas excecdes foram
observadas (JANSSEN et al., 1993), por exemplo para a quimotripsina (pl 8,6), o pH
6timo é 6,2.

A reacao é também dependente da temperatura e do tempo; a temperatura ambiente,
0 tempo necess&rio para a ligagdo cruzada é entre 1-3 horas; o gel aparece apds 10-30
minutos. As temperaturas inferiores (4°C), sdo preferiveis para moléculas menos estaveis
termicamente e a imobilizagdo dessas enzimas requer um maior tempo (16-24 horas). O
grau de insolubilizagdo também decresce com o aumento da forcaiénica (CASTRO, 1985).

Apesar da ligagdo cruzada ser um processo relativamente simples, possui
desvantagens. Uma das desvantagens das particulas produzidas desta forma € que elas sdo
usualmente gelatinosas e pouco firmes, o que significa que as enzimas com ligagcdo cruzada
sd0 inadequadas para reatores de leito fixo. Devido a este inconveniente, este método de
imobilizacdo tém sido largamente utilizado em conjunto com outros métodos,
particularmente a adsorcéo. Por outro lado existe uma dificuldade para controlar a reagcéo
de ligacdo de modo que sgjam obtidos grandes agregados enzimaticos com alta retencdo da
atividade (MARGOLIN, 1996). Outra desvantagem é que muitas das unidades ativas da
enzima ficam ligadas dentro das particulas formadas por ligagdo cruzada. Especiamente
guando se utilizam substratos de alta massa molecular, e se a sua concentragéo for baixa, o
acesso do substrato aos centros ativos mais internos estd limitado pelas condicbes
desfavoréveis de difusdo. Por outro lado, uma vez que a ligagdo cruzada envolve
normalmente ligagbes do tipo covalente, as enzimas imobilizadas desta forma sofrem
freqlentemente ateracbes conformacionais com consegiente perda de atividade
(CHIBATA e WINGARD, 1983; HARTMEIER, 1988).

A vantagem mais importante do método de ligacdo cruzada é que um reagente bi-
ou multifincional pode ser usado para preparar, num Unico procedimento, enzimas
imobilizadas, que sdo quase proteinas puras (FABER, 1997).

As enzimas imobilizadas com ligagdo cruzada empregando glutaraldeido ganharam

importancia industrial naisomerizacéo da glicose.
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2.4.1.2. M éodos de Ligacdo em Suportes

O método de ligagcdo em suportes, que consiste na fixacdo de enzimas em suportes
solidos, é a técnica de imobilizagdo mais antiga (NELSON e GRIFFIN, 1916) e centenas de
trabalhos tém sido publicados aplicando este tipo de imobilizacdo. O método de ligacdo em
suportes pode ser posteriormente dividido em trés categorias, de acordo com 0 modo de
ligacdo da enzima: adsorcdo fisica, ligacdo ibnica e ligagdo covaente, 0s quais seréo

brevemente comentados a seguir.

2.4.1.2.1. Adsorcdo Fisica

A adsorcdo € o método mais simples de imobilizacdo de enzima em suportes
insollveis em &gua. Na adsorcdo, as enzimas sdo mantidas a superficie dos suportes por
forcgas fisicas (forgas de Van der Waals). No entanto, outras forcas adicionais poder&o estar
envolvidas na interacdo entre 0 suporte e a enzima, principamente interagdes hidréfobas,
pontes de hidrogénio e ligacdes heteropolares.

A adsorcdo fisca da enzima ao suporte pode ser redizada por meio de
procedimentos diversos, tais como: estético, eletrodeposicdo, processo reator-carga,
mistura ou agitacdo da carga. Dessas técnicas a mais freqlientemente empregada em escala
laboratorial é a mistura ou agitacdo da carga, consistindo na agitacdo da enzima juntamente
com o material de suporte sob condicdes apropriadas e, apds um periodo de contato,
promover a separacdo das preparacdes enzimaticas insollveis do material em solucéo por
centrifugacdo ou filtragdo. Para fins comerciais a técnica empregada é o reator-carga
(HARTMEIER, 1988; CHIBATA, 1978).

Na Figura 2.7 apresenta-se um esquema da ligagdo de uma enzima ao suporte pelo
método da adsorcdo fisica.

As vantagens desta técnica sdo referentes a sua simplicidade de execucdo e pouca
influéncia exercida na conformacdo da enzima. O uso de reagentes quimicos prejudiciais as
enzimas ou condi¢des de ligacdo ndo fisiolégicas, como os usados freglientemente noutros
métodos de imobilizacdo, ndo sdo necessarios neste procedimento. A desvantagem, no

entanto, é a fragilidade das forcas de ligacdo adsortivas. As enzimas adsorvidas sdo
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facilmente sujeitas a dessor¢do por flutuaces de temperatura, e mais ainda por ateractes
no substrato e concentracdo idnica. Por esta razdo, deve ser dada uma atencéo especial na
manutencao de condigdes constantes quando se utilizam enzimas imobilizadas por adsorgéo
(XU et al., 1995).

Suporte @

Figura 2.7. Representacdo esquemdtica da ligacdo de uma enzima (B) a um suporte por
adsorcao.

2.4.1.2.2. Ligagdo Ionica

A principal diferenca entre a adsorcdo fisica e a ligagcdo ibnica é a forca da ligacéo
da enzima ao suporte. As forgas de ligacéo resultantes (interacdes idnicas) sdo mais fortes
gue no caso da adsorcdo fisica

A ligacéo ibnica ou heteropolar, como mostrado esquematicamente na Figura 2.8,
bascla-se na atracdo eletrostética entre grupos positivamente carregados do material do
suporte e da enzima. As proteinas das enzimas possuem grupos &cidos e basicos que,
dependendo do valor de pH do meio envolvente, podem apresentar-se neutros ou, por
dissociagdo, na forma negativamente carregada ou, por protonizagdo, na forma
positivamente carregada. Os grupos carboxila e amina sd0 0s principais responsaveis pela
carga elétrica das proteinas. No entanto, considerando o tamanho da enzima, ndo € muito a
carga de toda a molécula que tem interesse, mas sim 0s grupos individuais expostos na
superficie da molécula. I1sto explica porque, no mesmo valor de pH, agumas enzimas
podem se ligar tanto a trocadores anidnicos como catidnicos (HARTMEIER, 1988).

A imobilizagdo de enzimas por ligacéo ibnica em suportes adequados € um processo
tdo simples como o de adsorcéo fisica. Para se obter preparacfes ionicamente ligadas basta,

normalmente, agitar as particulas do suporte por algum tempo numa solugdo ou SUsPeNsao
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da enzima, ou permitir o fluxo de uma solucdo aquosa de enzimas pelas particulas de
suporte (ex. numa coluna). Uma das muitas razdes porque as enzimas ionicamente ligadas
foram as primeiras enzimas imobilizadas a serem empregadas em grande escala é a extrema
simplicidade e ndo agressividade desse procedimento de ligacdo. Desde o final da década de
60 elas tem sido utilizadas na producéo de L-aminoacidos a partir de misturas racémicas de
DL -amino&cidos produzidas sinteticamente (CHIBATA e WINGARD, 1983).

Ao se utilizar enzimas ionicamente ligadas deve ser observada a manutencéo da

forcaionica correta e condi¢cdes de pH de forma a prevenir a sua destruicéo.
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Figura 2.8. Representacdo esquemética da ligacéo ibnica de uma enzima (B) a um suporte
polianionico.

2.4.1.2.3. Ligacdo Covalente

Numa ligagdo covalente os atomos sdo unidos por meio da partilha de pares de
elétrons. Isto pode ser explorado para proporcionar uma forte associacdo entre duas
enzimas, ou entre uma enzima e um suporte. A selecdo das condicdes para a imobilizagéo
por ligacdo covaente é mais dificil que noutros métodos de ligacdo em suportes. As reacdes
requeridas sdo relativamente complicadas e ndo suaves. A ligacdo covaente é
freqientemente utilizada para imobilizar enzimas mas nd sSstemas celulares
(HARTMEIER, 1988).

Uma desvantagem fregiientemente encontrada na imobilizacdo por ligacdo covalente
€ que ela provoca um grande “stress’ na enzima. O procedimento de imobilizacdo
necessariamente brusco conduz normalmente a ateragdes consideréaveis na conformacao,
resultando numa perda significativa da atividade catalitica (BOSLEY e PEILOW, 1997).

Os grupos amina a e e, bem como os grupos carboxil, sulfohidril, hidroxil, imidazol
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e fendlico da enzima, podem ser utilizados como grupos funcionais para a ligacdo
covalente. Alguns destes grupos, por exemplo, 0s grupos SH e e-amino, podem reagir
diretamente com grupos apropriados do suporte. Outros, por exemplo, grupos OH,
necessitam como regra uma ativagdo antes que possam reagir com um grupo do suporte
(HARTMEIER, 1988).

A ativacéo do grupo destinado a ligacéo é freqlientemente realizada no suporte em
vez de ser na enzima, reduzindo deste modo o risco da posterior perda de atividade.

A conexdo entre 0 suporte e a enzima pode ser obtida quer por ligacéo direta entre
0s componentes ou por meio de uma ligagdo intercalada de comprimentos diferentes, o
chamado espacador (Figura 2.9). A molécula do espacador proporciona um grau de
mobilidade superior a enzima imobilizada, de modo que a sua atividade pode, sob certas
circunstancias, ser maior do que se estivesse diretamente unida ao suporte (HARTMEIER,
1988).

com espagador sern espagador

Eupndehgg)
&

Suporte

®®E

Figura 2.9. Representacdo esquematica da ligagdo covalente da enzima (B) a um suporte
com e sem espagador.

2.4.1.2.4. Encapsulamento

A enzima imobilizada pelo méodo do encapsulamento fica localizada dentro de uma
matriz polimérica ou membrana, sendo este processo de mera retencdo fisica da proteina.
Esta imobilizacdo pode ser classificada em encapsulamento em matriz ou em microcgpsulas,
como ilustrada na Figura 2.10.

Este método difere da ligacdo covaente e da ligagdo cruzada, na qual a enzima em

S ndo se liga a uma matriz de gel ou membrana, tendo desta forma uma ampla
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aplicabilidade. As condicbes usadas nas reacBes quimicas de polimerizacdo sdo
relativamente severas, resultando na perda da atividade enzimética. Portanto, cuidados
especiais devem ser tomados na selecéo das condigdes mais adequadas para a imobilizagéo
de vérias enzimas (CHIBATA e WINGARD, 1983).

Figura 2.10. llustragdo daimobilizaco de enzimas por encapsulamento

No encapsulamento em matriz, a enzima € aprisionada nos espacos intersticiais de
uma ligacdo cruzada de um polimero insolivel em &gua. Tanto polimeros sintéticos
(poliarilamida, polivinildcool, entre outros), como polimeros naturais (amido, celulose e
quitina), tém sido usados para imobilizar enzimas empregando esta técnica (CHIBATA,
1978).

O microencapsulamento envolve o confinamento da enzima em membranas
poliméricas semi-permeaveis. A preparacéo da microcdpsula da enzima requer condicdes
extremamente bem controladas, e os procedimentos para microencapsulacdo de enzimas
podem ser classificados como (CHIBATA e WINGARD, 1983):

Méodo de polimerizagdo interfacial: Neste procedimento, a enzima fica
confinada em membranas poliméricas semi-permeéveis. E um sistema limitado
para substratos com baixa massa molecular, pois este tem que atravessar a
membrana para acessar a enzima e ha possibilidade de inativacdo da enzima
durante aimobilizagdo e de incorporagéo na parede da membrana.

Secagem a liquido: Neste processo, o polimero é dissolvido em solvente organico
imiscivel em &gua que apresenta um ponto de ebulicdo menor do que o da agua.
Uma solugdo aquosa de enzima € dispersa na fase orgénica para formar uma
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primeira emulsdo do tipo 6leo em &gua. A emulsdo contendo microgotas agquosas
€ entdo dispersa em uma fase aquosa contendo substancias coloidais protetoras,
tais como: gelatina e surfactantes, e uma segunda emulsdo é entdo preparada. O
solvente organico é removido por secagem a vacuo. Uma membrana polimérica é
assim produzida para fornecer microencapsulamento de enzimas.

Separacdo de fases Um método de purificacdo para o polimero envolve a
dissolucéo do polimero em um solvente organico e reprecipitado pela adicdo de
outro solvente organico que seja miscivel com o primeiro, mas que ndo dissolva o
polimero.

2.4.1.2.5. Combinacéo de Métodos

Apesar de serem aplicadas um grande nimero de técnicas de imobilizacdo, sabe-se
gue nenhum procedimento em particular € considerado o método ideal universal para a
imobilizacdo enzimética, devido a grande variedade de composicbes e caracteristicas
quimicas das enzimas e as propriedades dos seus substratos e produtos. Desse modo, cada
método de imobilizagdo possui limitacBes especificas, e para uma aplicacéo particular torna-
se necessario encontrar um procedimento de imobilizacdo smples e econdmico e que
proporcione uma enzima imobilizada com uma boa retencéo da atividade e estabilidade
operacional adequada.

Além dos métodos basicos de imobilizacdo descritos anteriormente, a literatura
contém numerosas combinagdes e modificacbes de métodos. A meta principal na
combinacdo de métodos € evitar todas as desvantagens do método individual, explorando as
suas vantagens. A Tabela 2.6 sumariza algumas das vantagens e desvantagens relativas as
diferentes técnicas de imobilizacdo enzimatica. Quase sempre 0 objetivo é a producdo de
enzimas imobilizadas com a maior atividade especifica e estabilidade possivel (KENNEDY
e WHITE, 1985; ZANIN, 1989).

Uma combinacgo tipica € a absor¢cdo da enzima por um gel, seguido de técnica de
ligagéo cruzada usando agentes bifuncionais (QUIOCHO, 1976). Entre esses, os melhores
resultados sdo obtidos usando glutaraldeido. Outra classe de agente bifuncional, sdo as

alquilamidas, amplamente empregadas nos estudos de interacdo proteina-proteina.
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Tabela 2.6. Comparacdo dos atributos de diferentes técnicas de imobilizacdo

Caracteristicas Ligacdo Adsorcao Ligacdo Ligacdo
Cruzada Fisica ibnica covalente

Preparacéo Intermediaria Simples Simples Dificil

Forca de ligagéo Forte Fraca Intermediaria Forte
Atividade enzimética Baixa Intermediaria Alta Alta
Regeneragdo do suporte | Impossivel Possivel Possivel Rara

Custos de imobilizacdo | Intermediério Baixos Baixos Altos
Estabilidade Alta Baixa Intermediaria Alta
Aplicabilidade geral N&o Sim Sim N&o
Protecdo da enzima do Alguma N&o N&o N&o

atagque microbiano

O produto resultante, possui a vantagem que as moléculas enziméticas séo ligadas
de forma mais estavel do que se fossem sO adsorvidas. A reduzida difusdo do substrato nas
enzimas, como a encontrada normalmente nas enzimas com ligagcdo cruzada, raramente se
verifica com este método. No entanto, mantém-se a desvantagem de que apenas uma
pequena quantidade de enzima - e consegiientemente pouca atividade - € ligada por massa

de suporte.

2.4.2. Fatores que Interferem na Imobilizagido da Enzima

Para 0 desenvolvimento de qualquer técnica de imobilizacdo, deve-se levar em
consideracdo os seguintes fatores. a massa da enzima, o comportamento cinético e a
difusdo, a estabilidade e configuragdo do reator.

O comportamento de uma enzima imobilizada pode ser muito distinto do seu
comportamento em solucdo. Dada a variedade de enzimas, reacfes, matrizes sblidas
(suportes) e tipos de imobilizagdo, € de se esperar resultados muitas vezes contraditorios
(ZANIN, 1989).

Assumindo que a enzima esteja uniformemente distribuida no suporte e supondo
sistema isotrépico, as mudancas de comportamento enzimatico associadas a imobilizacdo
num meio heterogéneo podem ser atribuidas a dois fatores: 1) mudancas na molécula da
enzima ou na sua vizinhanga imediata (resultantes da ligagdo enzima-suporte); 2) alteracoes

locais no ambiente enzimatico (ambiente heterogéneo), no qual as concentracbes de
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substrato, produto, ativadores e inibidores podem ser diferentes daguelas presentes no seio
do liquido (“bulk™), onde areacdo enzimatica € monitorada (HARTMEIER, 1988).

2.4.2.1. Mudangas Conformacionais e Efeitos Estéricos

Na maioria dos casos, a atividade da enzima imobilizada € inferior a da enzima em
solucdo. O decréscimo de atividade devido a imobilizacdo é freqlientemente atribuido a
mudancas conformacionais na estrutura da enzima ou a impedimentos estéricos na
vizinhanca imediata da molécula da enzima (ENGASSER e HORVATH, 1976).

Quando uma enzima € adsorvida ou covalentemente ligada a um suporte, ainteracao
com este Ultimo vai produzir modificagbes conformacionais na enzima. Assim, estiramento
e torcBes na molécula podem alterar a estrutura tridimensional do seu sitio ativo.

Os impedimentos estéricos estdo associados a bloqueios da matriz suporte, que
tornam certas partes da molécula enzimética inacessivels ao substrato e as outras espécies.

Se este efeito pode ser prejudicial no caso do substrato, pode ser benéfico no caso
de inibidores. Para reduzir o blogueio de sitios ativos que acompanha o processo de
imobilizagdo, um espacador € muitas vezes utilizado, de modo a manter uma certa disténcia
entre enzima e suporte.

Propriedades do suporte como a sua natureza hidrofébica ou hidrofilica, a constante
dielétrica do meio e a presenca de cargas elétricas fixas podem aterar 0 modo de acdo de
um biocatalisador. Certamente, esses efeitos ndo sO afetam a atividade enzimatica, como
também a estabilidade e seletividade da enzima (CHIBATA e WINGARD, 1983; LASKIN,
1985).

2.4.2.2. Efeitos de Particdo e Resisténcias Difusionais

Para reagir o substrato deve difundir do seio liquido e atingir os sitios ativos. Os
produtos devem difundir de volta a solucdo. Este processo de transporte de espécies
envolve difusdo molecular e convectiva. Como as difusividades em géis e solugdes aquosas
S30 pequenas e como a atividade catalitica das enzimas é elevada, freqlientemente ocorrem

resisténcias difusionais de apreciavel magnitude. Em decorréncia, gradientes de
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Os efeitos de particdo provocam perfis de concentracdo do tipo degrau, e os efeitos

de difusdo provocam perfis que apresentam variacdo de concentragcdo. A magnitude dos

efeitos difusionais depende do tamanho molecular. Moléculas maiores difundem mais

lentamente (menor difusividade), conforme indicam os valores mostrados na Tabela 2.7
(ENGASSER e HORVATH, 1976). A difusividade em géis e agregados microbianos tende
a ser menor gue a difusividade da espécie na agua, como indicam os valores apresentados
na Tabela 2.8 (ZANIN, 1989).

Tabela 2.7. Coeficientes de difusdo em aguaa 20°C

Espécie Massa molar Coeficiente de difusio
( 10°cm?/s)

Glicose 180 6,7
Sacarose 342 45
Inulina 5200 2,3
Ribonuclease 13683 1,1
Soro albumina 66500 0,6
Fibrinogénio 330000 0,2

Miosina 440000 0,105

Acido desoxiribonucleico 6000000 0,013

Fonte: ENGASSER e HORVATH (1976).

Tabela 2.8. Coeficientes de difusdo efetiva em aglomerados microbianos e suportes

diversos.
Espécie Meio ou matriz-suporte Coeficiente de difusio
(10°cm?s)
Oxigénio Aglomerados microbianos 2,1-20,0
Glicose Aglomerados microbianos 0,48-6,0
Amonia Aglomerados microbianos 13,0
Nitrato Aglomerados microbianos 14,0
Glicose Poliacrilamida 1,2
Glicose Agar 0,5
Sacarose Agar 6,7
Etanol Poliacrilamida 0,15

Fonte: ZANIN (1989).
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Os valores reproduzidos na Tabela 2.8 servem de indicagéo da faixa de resultados
experimentais de difusividades efetivas, e devem ser vistos com a devida prudéncia, pois as
determinacdes experimentais e, em particular, as estruturas dos meios e suportes diferem de

um estudo para outro.

2.4.3. Morfologia e Configuracdo do Suporte

A sdlecdo do suporte para a imobilizagdo de enzimas depende de vérias
caracteristicas que sdo importantes na aplicacdo de processos industriais, entre as quais
destacam-se: resisténcia mecénica e microbiana; estabilidade térmica; funcionalidade
quimica; caréter hidrofébico ou hidrofilico; facilidade de regeneracéo e custo (MESSING,
1975). Além disso, a morfologia do suporte é extremamente importante principalmente a
superficie de contato e porosidade, fatores esses que, afetam a atuacdo da enzima. De
acordo com os fatores mencionados acima, 0s suportes podem ser classificados em:
suportes ndo porosos e suportes porosos:. (porosidade controlada, porosidade distribuida,
estrutura de gel). Além da morfologia basica, é possivel usar 0 mesmo suporte em
diferentes configuragcdes, como fibra e membrana.

De acordo com a sua composicao, 0s suportes podem ser classificados em orgéanicos
e inorganicos. Os inorganicos parecem preencher melhor os requisitos necessarios para a
sua utilizagdo, principalmente para fins industriais, devido as suas propriedades fisicas.
Oferecem algumas vantagens em relagcdo aos suportes organicos, como: estabilidade
térmica, ata rigidez mecénica, resisténcia a solventes organicos e atagque microbiano, facil
manuseamento, armazenamento excelente e regeneracdo simples por um processo de
pirélise. Além disso, os materiais inorganicos ndo alteram a sua estrutura em grandes faixas
de pH, pressdo e temperatura (MESSING, 1975).

Embora sgja sugerido que em processos industriais 0s suportes inorganicos possuam
vantagens sobre 0s orgéanicos, muitas das enzimas imobilizadas comerciamente disponiveis
sd0 obtidas com matrizes organicas. A razdo para este fato € que existe uma grande
guantidade de grupos funcionais reativos nestes suportes. Os suportes organicos sao
classificados quer como macromoléculas naturais, polimeros, ou polimeros sintéticos, e
como possuindo caracteristicas hidrofilicas e hidréfobas. Entre os polimeros naturais podem
ser destacados:
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dextrano: polissacarideo linear, solivel em &gua. Os dextranos com ligacéo
intermolecular cruzada necessitam ser ativados para utilizagdo como suportes de enzimas
imobilizadas.

quitina e quitosana: polissacarideos contendo grupos amina, e que tem sido utilizados
como suportes na tentativa de desenvolver matrizes econdmicas.

2.4.3.1. Suportes Poliméricos Naturais

Entre os suportes poliméricos naturais, especial atencdo tem sido dedicada ao uso
de quitina, que tem na natureza fungédo estrutural (principal componente do exoesgueleto de
crustaceos) sendo também dotada de grande estabilidade fisica e resisténcia ao atague
microbiano.

Quitina € um polimero ndo ramificado, formado por unidades de n-acetil-D-
glicosina, unidas por meio de ligagdo b 1-4, formando cadeias de varias centenas de
unidades. Cerca de 5 entre 6 unidades do polimero apresentam seu grupo aminoacetilado. A
microscopia €letrénica revela para este polimero uma estrutura fibrosa, que pode
apresentar-se altamente organizada ou entdo emaranhada, dependendo de sua origem.
Apresenta na sua composicao polimérica, grupos NH, disponiveis, sugerindo ser adequada
aimobilizagio enzimética por ligagio covalente. E um material muito estavel, relativamente
inerte e hidrofilico. Além disso, deve ser destacado que a quitina pode ser facilmente obtida
de fontes naturais (por exemplo, rejeitos da indUstria pesgueira) o que torna o uso desse
suporte bastante atrativo em termos econdmicos (FEL SE e PANDA, 1999).

Pela deacetilacdo da quitina, obtém-se a quitosana [(1-4)-2-amino-deoxi-b-glucana] .
As estruturas quimicas desses dois compostos sdo mostradas na Figura 2.11 (JUANG et al.,
1997), verificando-se que a quitosana € uma substancia policationica.

A quitosana tem a capacidade de se ligar significativamente a gordura, agindo como
uma “esponja de gordura’ no trato digestivo, sendo considerada um extraordindrio
bloqueador e eliminador de gorduras. A quitosana tem a capacidade de “captura de
gorduras’ nos alimentos antes que seja metabolizada, prevenindo desse modo a sua
absorcéo intestina e subsequente armazenagem no organismo. A quitosana ndo somente

atrai ou inibe gorduras, como também oferece uma série de outros beneficios fisiologicos
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atraentes que possibilita ter condi¢es 6timas de salde e vida longa, apresentando muitas
caracteristicas desgjavels quando utilizada, tais como: hidrofilicidade, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e antibactericida, e é notavel a sua afinidade pelas proteinas (FELSE e
PANDA, 1999). Suas principais fungdes no campo farmacéutico sdo: 1) age como um
antiacido; 2) inibe a formacdo de cérie na placa dos dentes; 3) gjuda a controlar a pressao
sangliinea; 4) absorve e inibe as gorduras/ promove perda de peso; 5) reduz os niveis de
&cido Urico no sangue; 6) inibe o desenvolvimento de LDL colesterol e HDL colesterol; 7)
promove a cura de Ulceras/ lesdes; 8) aumenta o célcio/ fortalece os ossos (CRESTINI et
al., 1996).

QUITINA
H OH OH OH
(4] O e
o] (0] 0 O
H HO HO HO
NHAG NHAG HMHACG NHAC
QUITOSANA

OH OH OH OH
0
MH, NH, MH, e

Figura 2.11. Comparagdo das estruturas da quitina e quitosana

Além disso, a quitosana apresenta um potencia ilimitado para outros setores
industriais, conforme mostrado na Tabela 2.9, na qual observa-se a sua promissora atuagéo
no campo da biotecnologia

As vantagens do uso de quitosana como suporte em imobilizacdo sdo relativamente
consideravels, tais como: versatilidade nas formas que estdo disponiveis (pd, gel, fibra e
membrana); escassa biodegradabilidade; custo baixo; facil manuseio; alta afinidade pelas
proteinas e acima de tudo, ndo é toxico (FELSE e PANDA, 1999).



35

Tabela 2.9. Aplicagbes da quitosana

Area Aplicacéo

Biotecnologia Imobilizag&o de enzima
Separacdo de proteina
Recuperacéo de célula
Cromatografia
Imobilizagéo de célula

Membrana Controle de permeabilidade
Osmose reversa

Tratamento de aguas residuais Remocdo de ions metdlicos
Floculante/ Coagulante: proteina, tinta, aminoacidos

2.5.IMOBILIZACAO DE LIPASES

A selecdo de um procedimento de imobilizagdo envolve a escolha do suporte e da
ligagdo da enzima ao suporte, sendo muitos os trabalhos realizados visando o
estabelecimento de metodologias de imobilizacdo de lipases pancredtica e microbiana em
diferentes suportes (RESLOW et al.,1988; MALCATA et al., 1990; BALCAO et al.,
1996).

Tradicionalmente, o suporte tem sido considerado como um material inerte com
pouca ou nenhuma interferéncia no comportamento cinético da enzima (RESLOW et al.,
1988). Entretanto, estudos comparativos sugerem que influéncias marcantes sdo observadas
entre lipase imobilizada em diferentes suportes (NORIN et al., 1988). Portanto, a
imobilizacdo de lipases em suportes adegquados se congtitui numa érea de interesse e em
constante desenvolvimento.

Suportes com alta resisténcia mecanica sdo desgjaveis particularmente em sistemas
com agitacdo. A presenca de solventes pode requerer suportes de materiais com alta
resisténcia quimica. Varios microrganismos crescem em muitos substratos catalisados por
lipase, portanto existe também a necessidade de suportes de resisténcia microbiana. Os

suportes permitem a utilizacdo efetiva da enzima por ter moléculas de enzima acessiveis ao
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substrato. Considerando que a perda de atividade é uma questdo de tempo, o suporte deve
ser também facilmente regenerado com enzimas ativas. Suportes contribuem para a
distribuicdo do substrato disponivel a enzima em melo ndo-aguoso. A presenca de uma
pequena quantidade de &gua permite a existéncia de ions de acido carboxilico livre. Uma
resina de troca ibnica tende a atrair &cidos carboxilicos devido as suas cargas positivas,
resultando em uma alta concentracéo de substrato disponivel para a enzima. Isto promove
altas taxas de esterificagdo (> 95%) observada com lipases imobilizadas em resinas de troca
ibnicas (PEREIRA et al., 1994; CASTRO et al., 1997b).

O aumento da estabilidade é observada com algumas preparacdes de lipases quando
imobilizadas, possivelmente devido a capacidade do suporte em reter justamente a
guantidade correta de agua para a enzima se manter ativa sem causar flexibilidade, a qual
proporciona a desnaturacdo. GRAY et al. (1990), testaram vérios suportes para a
imobilizacdo da lipase de C. cylindracea e encontraram atividades, em alguns casos, até 1,5
vezes superiores a da enzima livre. A atividade da lipase imobilizada, especialmente em
suportes hidrofdébicos, tais como polietileno, tem sido reportada ser mais ata do que na
lipase livre.

Suportes para a imobilizagdo de lipases podem afetar também a quantidade de &gua
nas proximidades da enzima e a migracéo de reagentes e/ou produtos na mistura reacional.

A atividade dalipase C. cylindracea imobilizada covalentemente ao suporte diminui
guando a preparacdo é levada a secagem, enfatizando a importancia da &gua fortemente
ligada a enzima imobilizada. A imobilizacdo em suportes hidrofilicos geralmente leva a
perda da atividade da lipase, tendo em vista que ocorre uma mudanca conformaciona da
enzima para uma forma de atividade reduzida. Estes suportes podem também reduzir a
solubilidade do substrato hidrofébico em regides hidrofilicas, limitando assm o acesso do
substrato ao centro ativo. Em muitos casos, a matriz-suporte pode impor um efeito hidrante
estedrico, resultando narigidez da molécula da enzima (MACRAE, 1983).

A capacidade de adsorcdo da agua a0 suporte € caracterizada pela razéo entre a
guantidade de agua no suporte e quantidade de &gua no solvente sob condicBes padrdes
(AQ). Esta ndo é uma congtante de particdo real considerando que € dependente da
guantidade relativa de suporte e do solvente, com pequena dependéncia do tipo de solvente
(RESLOW et al., 1988).

Um suporte com alto valor de Ag (> 1,0) € hidrofilico e assim pode potenciamente
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privar a enzima de sua hidratagdo essencial. A atividade da enzima é geramente mais alta
com suportes hidrofébicos, tais como Celite (Aq = 0,36) e Bonopore (Aq = 0,48). Mesmo
com a adicdo da agua na preparacdo, as enzimas em suportes com ato valor de Aq (>2,5)
ndo desempenham t& bem como nos suportes de valores mais baixos. Isto sugere que
outras interacBes existem além da migracdo da agua entre o suporte e a enzima (RESLOW
et al., 1988; MATTIASSON e ADLERCREUTZ, 1991).

Quando a preparacéo de lipase imobilizada € empregada em solventes organicos,
existem pelo menos trés tipos de meio ambiente de caracteristicas bem distintas, conforme
mostrado na Figura 2.12: i) a fase organica, constituida pelo solvente; ii) camada protéica
sobre o suporte, e iii) 0 material do suporte propriamente dito. Em termos de volume, as
fases congtituidas pelo suporte e solvente predominam, enquanto uma parte relativamente
menor constituida da fase protéica forma o meio ambiente do catalisador (MATTIASSON e
ADLERCREUTZ, 1991).

proteina

Figura 2.12. Representagdo esquemética da enzima adsorvida em um suporte solido e
usada em solvente organico (MATTIASSON e ADLERCREUTZ, 1991).

Os suportes mais comumente empregados na imobilizacdo de lipases estéo listados
na Tabela 2.10 juntamente com o méodo de imobilizagdo envolvido. Na Tabela 2.11
apresenta-se as propriedades da lipase microbiana (Candida rugosa) na sua forma livre e

apos imobilizacdo em dois diferentes tipos de suporte.
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Tabela 2.11. Propriedades cataliticas da lipase microbiana (Candida rugosa) antes e apos
imobilizacdo em copolimero de estireno-divinilbenzeno (STY-DVB) e silica
de porosidade controlada (SPC).

Caracterigticas Lipaselivre Lipaseimobilizada Lipaseimobilizada
em STY-DVB em SPC

Rendimento de imohilizacéo - 42 % 18 %

Atividade daenzima 1400 U/mg Sdlido 110 U/mg suporteseco | 51 U/mg suporte seco

Teor de &gua 5% 5-10% 5%

pH 6timo 8,0 7,4 75

Temperatura 6tima 40°C 50°C 50°C

Constante de inativagio nd 0,03 h' 0,26 h*

térmicaa 50°C

Estabilidade operaciond nd instavel 21,4 horas

(hidrdlise, t;, a37°C)

Estabilidade operaciona nd 620 horas 32 horas

( esterificacdn, ty, a 37°C)

Referéncia OLIVEIRA et al., 1999 SOARES et al., 1999

nd: ndo determinado

Conforme pode ser observado na Tabela 2.10, a imobilizagdo por adsorc¢do fisica &
talvez 0 procedimento mais empregado na imobilizacdo de lipase. Esta metodologia tem
sido aplicada com sucesso para aimobilizagéo de lipases pelo uso de reatores de membranas
ou colunas com enchimento de fibras e po.

A adsor¢éo da lipase em membranas tem sido redlizada passando uma solucéo
tamponada com lipase através da membrana ou sobre a superficie da membrana antes de
iniciar a reacdo, bem como pelo contato continuo da membrana com a solugéo de lipase. A
adsorcao da lipase pode ser efetuada em meio aquoso ou por imersdo da membrana
hidrofébica em &cidos graxos ou 6leo antes de sua exposicdo com a solucdo de lipase livre
(MALCATA et al., 1990).

Variagdes nesses procedimentos incluem imobilizacdo por precipitagéo da lipase
numa solugdo tampéo com acetona resfriada, forcando desta maneira a adsorgéo da lipase
na superficie das particulas do suporte, seguido de uma secagem a véacuo. As lipases
também tém sido imobilizadas pela dispersdo de uma solucéo tamponada com lipase sobre o
suporte a pressao reduzida de vapor.

S80 geramente adotados procedimentos experimentais similares para a adsorcéo

fisica da lipase em suportes hidrofébicos ou hidrofilicos. Pequenas variacbes incluem a
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suspensdo do suporte em mistura de &gual dlcool, lavagem com agua e tampdo em uma

coluna empacotada e finalmente percolacdo da solucdo de lipase através de uma coluna.
Neste trabalho utilizou-se suportes orgénicos de natureza polimérica, para a

imobilizacdo de lipase pancredtica e microbiana por adsorcdo e ligacdo covalente. Os

resultados obtidos foram comparados com aqueles apresentados na Tabela 2.11.

2.6. APLICACOES POTENCIAISDE LIPASES

A versatilidade das lipases tem sido explorada tanto para substituir processos
existentes ou para produzir uma série de produtos originamente considerados como
praticamente inviaveis de serem obtidos por via quimica convencional. A Tabela 2.12
apresenta de uma forma resumida as principais aplicagdes das lipases em meios aquosos e
organicos.

A reacdo tipica catalisada pelas lipases em meio aquoso € a hidrolise de éster. Esta
conversao enzimética tem sido usada, por exemplo, na sintese de triglicerideos de cadeia
média, a partir da hidrélise de 6leos vegetais. O processo enzimatico ndo somente reduz os
requerimentos energéticos como também previne a decomposi¢ao de alguns écidos graxos.
A hidrélise seletiva da gordura do leite € um outro exemplo potencial de aplicacdo de
lipases. Neste caso, a lipase € responsavel pela formacdo do aroma distinto no preparo de
gueijos do tipo cheddar e para produzir substitutos de manteiga, aroma de queijo e outros
aditivos usados na manufatura de cereais, balas, aperitivos e bolos (BALCAO e
MALCATA, 1998).

Em meio organico, as lipases catalisam a transferéncia de grupos acila de compostos
doadores para uma ampla faixa de compostos aceptores diferentes da agua. Entre os
possiveis processos catalisados pelas lipases em meio organico, a sintese de ésteres se
apresenta como uma vertente bastante promissora, conforme atestam os processos em fase
de implantacgo industrial (BALCAO et al., 1996).

Indmeros ésteres sdo considerados de grande importancia na vida cotidiana.
Produtos naturais, tais como: triglicerideos, fosfolipideos, esterdides, aromatizantes e
fragrancias, apresentam em comum uma ligacdo éster, apesar das diferentes propriedades

fisicas e diversas estruturas quimicas que possuem (HARWOOD, 1989).
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Os problemas atuais na producdo de ésteres por via quimica estéo relacionados com
0 uso de elevadas temperaturas e 0 emprego de &cidos fortes, que acarretam alto custo de
investimento e de manutencdo, bem como poluicdo do meio ambiente.

No processo por via enzimética, altos rendimentos e elevados grau de pureza podem
ser mantidos, com grandes melhoramentos em termos de investimento, custo operacional e
seguranca (COSTA et al., 1995).

A versatilidade da lipase como catalisador € evidente pelo nimero de processos em
fase de implantacdo industrial. Por exemplo, a esterificagdo por lipase foi recentemente
comercializada pela Unichema International para a producdo de ésteres de &cidos graxos de
alto grau de pureza e qualidade, como o isopropilmiristato, isopropilpamitato e 2-
etilhexilpalmitato, que sdo ingredientes empregados na formulacéo de cremes cosméticos e
outros produtos de higiene. O processo permite a recuperacdo da preparacéo enzimatica e
suareutilizacdo em bateladas subseqgiientes (NOVO NORDISK, 1995).

Uma outra aplicacdo importante desta tecnologia € a producdo de ésteres
aromatizantes, principalmente para o uso em diversos produtos aimenticios, farmacéuticos
e cosméticos. O mercado mundia para esses compostos esta avaliado em US$ 3 bilhdes,
um montante que representa aproximadamente um quarto do valor do mercado de aditivos
alimentares (VULFSON, 1993). Além disso, quando preparados por processos enziméticos
podem ser caracterizados como naturais ou idénticos ao natural, sendo portanto preferidos
pelo mercado consumidor (GATFIELD, 1995).

A sintese de ésteres catalisada por lipases ja foi descrita para mais de 50 ésteres
formadores de aroma (VULFSON, 1993). Em principio, 0 processo pode ser realizado em
melos reacionais contendo mistura de acool e &cido carboxilico em presenca ou auséncia de
solventes, resultando em alta produtividade e rendimentos praticamente quantitativos
(LANGRAND et al., 1988; CASTRO et al., 1997b), conforme exemplos citados na Tabela
2.13.

Neste trabalho, sera tratada apenas a esterificagio de dcool com é&cidos. Esteres
também podem ser produzidos por interesterificacdo. Como modelo de estudo foi
selecionado o0 processo de obtencdo de ésteres formadores de aroma de cadeia curta e de

cadeialonga.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Enzimas

Neste trabalho foram utilizadas a lipase pancredtica (porcine pancreas, tipo |l-
crude), e a de origem microbiana (Candida rugosa, tipo VII) adquiridas comercialmente da
Sigma Co, EUA, com atividade média de 1200 e 1440 U/ mg enzima (pd) e teor de proteina
igual a 59 mg/g sdlido e 16,2 m/g solido, respectivamente. Estas preparacfes enziméaticas
estavam na forma de pd. Foi também empregada uma preparacdo comercia de lipase
(Mucor miehi) imobilizada em resina de troca idnica (Lipozyme TM*) manufaturada pela

Novo Nordisk/ Dinamarca, com atividade média de 28 U/ mg suporte seco.

3.1.2. Suportes

Foram testadas quitosanas de duas procedéncias. quitosana de grau analitico (C-
3646 obtida a partir de casca de caranguegjo contendo 85% de deacetilacdo, Sigma) e grau
farmacéutico (SP Farma Quimicos Ltda, Sdo Paulo). A quitosana de grau farmacéutico
tinha as seguintes caracteristicas, de acordo com as informactes do fabricante: grau de
pureza (93%); umidade (6%) e granulometria de 40 mesh.

3.1.3. Reagentes

Como materiais de partida foram utilizados: &cido acético (Rio Lab, 99,7%); acido
butirico (Merck, 99,5%); acido oenantico (Merck, 97%); acido pelargbnico (Merck, 92%);
&cido caprilico (Merck, 98%); acido laurico (Merck, 98%); etanol (Merck); n-butanol
(Merck); hexanol (Merck) e d,I-citronelol (Sigma, 95%). Todos os experimentos utilizaram
heptano, como solvente. Os substratos foram previamente desidratados com peneira
molecular em forma de pellets com 4°A (Aldrich), de acordo com metodologia previamente

descrita (CASTRO et al.,, 1997b). Foram utilizados ainda os seguintes reagentes:
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hexametilenodiamina (HEMDA, Sinthy) e glutaraldeido (25%, Reagen); heptano comercial
(Reagen); hexano (Sinthy); acetona p.a. (Reagen); etanol comercial; sddio metdlico (Riedel-
de Haen AG); solucdo de Karl Fisher isenta de piridina (Merck); goma ardbica em po, pura
(Sinthy); reagente Brilhante de Comassie (Sigma), albumina bovina (Sigma); 6leo de oliva
virgem com acidez baixa (Paesano), butirato de butila (sintetizado por via quimica, nos
laboratorios da FAENQUIL).

3.2. EQUIPAMENTOS

Foi utilizado para medida de pH - pHmetro modelo TEC2 (TECNAL), para ensaios
colorimétricos - espectrofotébmetro modelo UV-1203 (Shimadzu); determinacdo do teor de
agua - Titulador automético de Karl Fischer modelo D18 (Mettler); os experimentos de
imobilizacdo foram redizados em agitador magnético modelo 735 (FISATON); as
determinacdes de atividade enzimética bem com as reactes de sintese foram efetuadas em
banho termostatizado com agitacdo, modelo 145 (FANEN); as determinagdes do dcool e

do éster foram realizadas em cromatografo a gas modelo Varian 3800 (Varian).

3.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.3.1. Selecdo do Tipo de Quitosana e da Fonte de Lipase

Para a selecdo do tipo de quitosana (grau analitico ou farmacéutico) e lipase
(pancredtica ou microbianad) foi adotada a metodologia estabelecida anteriormente
(CASTRO et al., 1999), com algumas modificagdes conforme a seguir descrito: quitosana
in natura (3 gramas) foi previamente umedecida em hexano, sob condi¢cdes de agitacdo
(100 rpm) durante 1 hora. Apés esse periodo, 0 excesso de hexano foi removido e em
seguida foi adicionado 0,5 gramas de lipase dissolvida em 10 ml de &gua. A fixacdo da
lipase a0 suporte foi efetuada sob agitacéo durante 3 horas a temperatura ambiente, seguida
por periodo adicional de 18 horas em condicOes estéticas a 4°C. A separacdo do derivado
imobilizado foi efetuada por filtracdo a vacuo (papel de filtro, Whatman N° 42), sendo

realizada duas lavagens do complexo suporte-enzima com hexano (Figura 3.1).
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Quitosana sem ativacéo
Quitosana ativada
(HEMDA e dlutaraldeido)

Umedecimento do suporte

( 3 gramas de quitosana Eliminacdo do
e 30 ml de hexano ) excesso de hexano

I\

\V

Agitacdo da mistura suporte e
solugdo enzimatica por 3 horas

Dissolugéo de 0,5 gramas
de lipase em pé
em 10 ml de &qua

(temperatura ambiente).
Contato estatitico a4°C (18 h)
Filtragdo a vécuo Andlise dos
Lavagens com hexano filtrados

N/

Obtencéo da lipase
insolubilizada em quitosana

Figura 3.1. Esquema para insolubilizacgo da lipase em quitosana
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3.3.2. Imabilizacdo de Lipase Microbiana em Quitosana por Ligacdo Covalente

Inicialmente, a quitosana foi ativada com hexametilenodiamina (HEMDA) e
glutaraldeido empregando para cada grama de quitosana 12,8 ml de solu¢cdo aquosa de
HEMDA 2% (p/v), de acordo com metodologia descrita por BON et al. (1984). A reacéo
foi processada por 2 horas a 40°C, e findo esse tempo o sobrenadante foi decantado e o
suporte umido tratado com 12,8 ml de glutaraldeido 3% (v/v) por 15 minutos a temperatura
ambiente. A seguir o material foi lavado com agua destilada & temperatura ambiente, por 15
minutos sob agitacdo constante, seguido por uma secagem a 60°C. A imobilizagcdo da lipase
microbiana por ligagdo covaente foi efetuada de acordo com a técnica descrita

anteriormente (item 3.3.1, Figura 3.1).

3.3.3. Determinagdo da Relacio Otima entre a Massa de Lipase Microbiana e
Quitosana de Grau Farmacéutico

Para determinar a relacdo étima entre a massa de lipase microbiana e quitosana de
grau farmacéutico, foi realizada uma série de experimentos, na qual a massa do suporte foi
mantida fixa em 3,0 gramas e a massa de lipase oferecida para a imobilizagdo foi variada
entre 0,1 a 1,0 grama de lipase dissolvida em agua. Nesta série de experimentos foi efetuado
um tratamento preliminar na quitosana, consistindo de lavagens sucessivas com 10% (v/v)
etanol, 10% (v/v) acetona e &gua destilada. O materia lavado foi seco em estufa a 60°C

durante 24h. Asimobilizagdes foram efetuadas como descrito anteriormente (item 3.3.1).

3.4. ANALISES

3.4.1. Determinacao do Teor de Proteina

O contelido de proteina da lipase soltvel foi determinado pelo método colorimétrico
de BRADFORD (BRADFORD, 1976) utilizando-se o reagente de brilhante de Comassie.
Albumina bovina cristalina (BSA) foi usada para preparar uma curva de calibragdo na faixa

de 0 a0,1 mg/ml, como apresentado no Apéndice 1.
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3.4.2. Determinacao da Atividade Hidroalitica

A atividade enzimética das lipases na formas livre e imobilizada foi determinada pelo
método de hidrdlise, conforme metodologia modificada por SOARES et al. (1999). O
substrato foi preparado pela emulsdo de 50 ml de azeite de oliva e 50 ml de goma arébica a
7% (p/v). Em frascos Erlenmeyer de 125 ml foram adicionados: 5 ml de substrato, 4 ml de
solucéo tampdo fosfato de sddio (0, 1 M, pH 7,0) e 1 ml da solucdo enzimatica (5 mg
solido/ ml) ou cerca de 250 mg de lipase imobilizada (massa seca). Nos experimentos
preliminares, os frascos foram incubados a 37°C por 10 e 30 minutos, respectivamente, em
banho termostatizado com agitagcéo. Posteriormente foi efetuado um estudo para verificar
se 0 tempo inicialmente adotado representava as velocidades iniciais da reacdo hidrolitica,
sendo entdo encontrado um tempo étimo de 5 minutos para ambas as preparacdes de lipase
(secdo 4.4). Ap6s o periodo de incubacdo, a reacdo foi paralisada pela adicdo de 15 ml de
uma mistura de acetona e etanol (1:1). Os &cidos graxos liberados foram titulados com
solugdo de KOH 0,02 M, utilizando fenolftaleina como indicador. Os célculos foram
realizados pela equagéo 3.1 e uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de
enzima que libera 1umol de écido graxo por minuto de reacdo, nas condi¢es do ensaio.
Para cada andlise de atividade, foi realizado um branco utilizando agua destilada ou 250 mg
do suporte seco. As atividades foram expressas em nmoles/mg.min (U), onde miligrama

refere-se a massa de solido para alipase livre e suporte seco para lipase imobilizada.

(Va-Vb)” M~ D
t’m

U (umoles/mg.min): (31)

onde,

D =diluicdo daamostra

M = concentracéo da solucéo de KOH
M = massa (miligramas)

t = tempo de reacdo (minutos)

V,= volume de KOH gasto natitulagéo da amostra

V,, = volume do KOH gasto na titulagéo do branco
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3.4.3. Determinacéo da Atividade de Esterificacéo

A atividade de esterificacéo da lipase imobilizada foi determinada pela formac&o do
butirato de butila na reacéo de n-butanol (0,30 M) com &cido butirico (0,45 M) em heptano
a 37°C com massa seca de enzima igual a 0,5 gramas. A reacdo foi iniciada pela adicéo da
lipase imobilizada a0 meio reaciona (20 ml), em frasco fechado de 100 ml, em shaker
rotatério com agitacdo de 150 rpm. Aliquotas de 1 ml foram retiradas do meio reacional no
tempo zero e apobs intervalos pré-determinados. A quantidade de butirato de butila formado
foi quantificada por andlise cromatografica (secdo 3.4.5). Uma unidade de atividade
(esterificacdo) foi definida como a quantidade de enzima que conduz a formacdo de 1

micromol de butirato de butila por minuto nas condigdes do ensaio.

3.4.4. Teor de Acido Graxo

A concentracdo de &cido graxo foi determinada por titulagdo de aliquotas
dissolvidas em 10 ml de etanol p.a, empregando-se solugcdo alcodlica de KOH 0,02 N e
fenolftaleina como indicador (MACEDO e PASTORE, 1997). Os céculos foram efetuados
pela equacéo 3.2.

Acido graxo ( g/ litro ) = W (3.2)
onde,
M = massa molecular do &cido graxo titulado, mol
N = normalidade da solugéo de KOH
V = volume gasto de KOH, ml

W = massa da aliquota titulada, gramas.
3.4.5. Teor de Agua

O teor de agua nas fases liquida e sdlida foram medidos diretamente em um titulador

automético Karl Fischer.
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3.4.6. Teor de Alcool e Ester

As concentragdes de butanol e butirato de butila foram determinadas por
cromatografia de fase gasosa, utilizando-se uma coluna empacotada (6ft S# DEGS WHP
80/100 mesh, HP), operando numa temperatura de 70°C e empregando-se hexanol como
padréo interno. No Apéndice 2 sdo apresentados 0s parametros operacionais empregados

bem como cromatogramas tipicos das andlises efetuadas.

3.5. AVALIAQAO DO PROCEDIMENTO DE IMOBI LIZAQAO
3.5.1. Massa Seca
As lipases imobilizadas foram pesadas em placas de Petri, previamente taradas, para

a verificacdo da massa Umida da lipase imobilizada e em seguida a umidade das amostras foi

determinada diretamente por secagem em estufa (100°C + 5°C, durante 18 horas).

3.5.2. Recuperacao de Proteina ( RP % )

A quantidade de proteina fixada foi determinada pelo Método de Bradford
(BRADFORD, 1976), descrito no item 3.4.1 e os céculos foram redlizados pela equacéo
3.3.

Pad
RP (%) =~

x 100 (3.3)

0

onde,
P = proteina oferecida para imobilizagdo (mg)

Pads= proteina determinada como a diferenca entre P, e as proteinas
remanescentes no sobrenadante e filtrados ao final da adsorgédo (mg).



3.5.3. Rendimento de Imobilizagdo ( RI% )

O rendimento de imobilizag&o foi calculado pela equagéo 3.4.

R (%)=U%Bxl00 (3.4)

onde,
Uop = unidades de atividade oferecidas para imobilizagdo

Uags= unidades de atividade enzimética total presente no suporte (atividade x massa
Seca).

3.6. PROPRIEDADES CATALITICAS DA LIPASE LIVRE E IMOBILIZADA

3.6.1. Influéncia do pH

As atividades das lipases livre e imobilizada foram estudadas utilizando-se a reagéo
de hidrdlise do azeite de oliva na faixa de pH entre 3,0 a 9,0 com incremento de 0,5. Para
este estudo foi empregada a mesma metodologia descrita no item 3.4.2 variando o pH do

tampéo fosfato de sddio (0,1 M) utilizado na temperatura de 37°C (SOARES et al., 1999).

3.6.2. Influéncia da Temperatura

Foi verificada a influéncia da temperatura na atividade das lipases livre e imobilizada
empregando-se a reacdo de hidrélise do azeite de oliva, conforme metodologia descrita no
item 3.4.2, nas temperaturas de 30 a 65°C, pH 7,0 (SOARES et al., 1999).

3.6.3. Estabilidade Térmica

O efeito da temperatura na estabilidade da lipase livre e imobilizada foi determinado
por meio da incubacdo de diversas amostras da lipase livre (1 ml, 5 mg/ml) e imobilizada

(0,30 gramas, massa seca) numa faixa de temperatura de 37-60°C em meio aquoso (0,1 M
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tampéo fosfato, pH 7,0) durante 120 minutos. Em intervalos de 60 minutos, foram retiradas
as amostras as quais foram imediatamente resfriadas em banho de gelo para interromper a
reagao de inativagdo. Em seguida, a atividade residual foi determinada a 37°C, pela adigéo
de 5 ml de substrato preparado como descrito na secéo 3.4.2. As constantes de desativacéo
(kd, h'"), foram calculadas pela equacgo 3.5 (ZANIN, 1989).

In A=1In Ao - Kd *t| (3.5)

onde:
Ao = atividade enzimatica inicial
A = atividade residua ap0s tratamento térmico durante um certo periodo de

incubacdo (t).

3.6.4. Influéncia do Tempo de Estocagem na Atividade da Enzima I mobilizada

A lipase imobilizada foi estocada por um periodo de 30 dias em auséncia de
gualquer componente, em presenca de tampéo fosfato (0,1 M, pH 7,0) e de heptano. Ao
final desse periodo as atividades residuais foram determinadas empregando-se a hidrélise do

azeite de oliva, conforme metodologia descrita na segéo 3.4.2.

3.7. DESEMPENHO DA LIPASE IMOBILIZADA EM QUITOSANA NA SINTESE
DE ESTERES

A potencididade de aplicacdo da lipase imobilizada em quitosana na sintese de
ésteres foi inicialmente verificada a partir de diferentes dcoois e acidos, sendo selecionado
um sistema para estudo detalhado. As reactes de esterificagdo foram conduzidas em frascos
fechados de 100 ml contendo 20 ml de substrato em concentragdes adequadas de dlcool e
&cido diluidas em heptano. As misturas foram incubadas com lipase imobilizada em
proporgdes adequadas. A maioria dos experimentos foi realizada a 37°C, sob agitagéo

constante de 150 rpm, durante 24 horas.
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3.7.1. Influéncia do Tamanho da Cadeia do Acido Graxo e do Alcool

As sinteses foram conduzidas em frascos fechados de 100 ml contendo 0,30 M
butanol e 0,45 M dos diversos &cidos testados (&cido acético, acido butirico, acido
oenantico, acido pelargbnico, écido caprilico e &cido laurico) ou 0,30 M dos diversos
acoois (etanol, n-butanol, hexanol e d,|-citronelol) e 0,45 M de &cido butirico, em 20 ml de
heptano. As misturas foram incubadas com 0,5 gramas de lipase imobilizada (massa seca),
sob condicdes de agitacdo de 150 rpm, numa temperatura de 37°C durante 24 horas. Foram
analisadas amostras referentes ao tempo inicial e final de cada teste efetuado. A conversao
molar nas reagdes foi calculada com base no consumo de butanol ou &cido butirico,
conforme equagéo 3.6.

Co

Conversdo molar (%) = x 100 (3.6)

onde:

C, =concentracdo inicial do reagente ( g/l )
C = concentragdo final do reagente no tempo considerado ( g/l ).

3.7.2. Sintese do Butirato de Butila

A influéncia de diversos fatores na formagéo do butirato de butila foi verificada por
meio de um plangjamento fatorial constituido de 2° experimentos sem replicata. A escolha
dos fatores e dos niveis foi baseada em estudos anteriores (CASTRO et al., 1999) sendo
considerado para este sistema, ainfluéncia de trés varidveis. temperatura (X;); concentracao
de lipase (X,) e razéo molar (X3) entre os materiais de partida em uma varidvel resposta
especifica do processo (formacdo do butirato de butila). Os seguintes niveis foram
adotados. temperatura (37 e 50°C), concentracdo de enzima imobilizada (0,25 e 0,50
gramas, massa seca) e razdo molar entre acido butirico (ABut) e n-butanol (ButOH) em (1 e
2). A matriz do experimento € mostrada na Tabela 3.1, com os valores reais empregados
nas sinteses. Todos os experimentos foram efetuados de maneira randémica durante 20
horas. Trés experimentos foram realizados no ponto central, para estimativa do erro
experimental. Os resultados foram analisados pela técnica da Andlise de Varidncia
(ANOVA) empregando o Programa Statgraphics versao 6.0.
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Tabela 3.1. Variaveis independentes no plangjamento experimental 2°

Variaveis Niveis
Baixo Médio Alto
(-) (0) (+)
X1: Temperatura ( °C) 37 43,5 50
X,: Massa de enzima ( gramas, massa seca) 0,25 0,37 0,5
X3: Razd&o molar [ acido butirico/ n-butanol ] 1 1,5 2

3.7.3. Estabilidade Operacional

A estabilidade operacional do sistema imobilizado foi verificada em reacGes de
esterificagdo em regime de bateladas consecutivas com reutilizagdo do sistema imobilizado,
de acordo com metodologia descrita anteriormente (CASTRO et al., 1999). A estabilidade
da lipase imobilizada frente a bateladas consecutivas foi realizada utilizando-se 1,0 grama de
lipase imobilizada (massa seca) e 20 ml de substrato contendo 0,30 M de é&cido butirico e
0,25 M de butanol. Neste estudo empregou-se, em todas as bateladas, a mesma massa de
biocatalisador suportado, acondicionada em um invélucro de nylon de 420 mesh. Foram
realizadas bateladas de 24 horas cada uma, numa temperatura de 37°C, monitoradas nos
tempos iguais a zero e 24 h, conforme apresentado nos itens 3.4.3 e 3.4.5. Entre as
bateladas, a lipase imobilizada foi lavada com o hexano para remocéo dos reagentes e/ou
produtos eventualmente retidos no suporte. Apés uma hora, tempo necessario para
evaporagdo do solvente, a lipase imobilizada era reutilizada em uma outra reagdo com um

novo substrato na mesma concentragdo do utilizado na reagéo anterior.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

Com objetivo de orientar melhor o leitor nas diversas etapas desenvolvidas neste
trabalho, optou-se por iniciar este capitulo apresentando-se em forma de diagrama os

principais tépicos estudados (Figura 4.1).

Selecdo dafonte de lipase e Testes com duas
tipo de quitosana lipases e dois tipos de
quitosanas

-

Obtencdo de amostras de
lipase imobilizada

(1

Avaliacdo do rendimento de
imobilizagdo e da atividade de
esterificacéo

(1

Selecdo da preparacdo de lipase
imobilizada mais ativa
paratestes posteriores

(1

Caracterizacao em meio aguoso Caracterizacdo em meio organico

1)

Comparacéo do desempenho da
preparagao experimental de lipase
com a manufaturada comercialmente

Figura 4.1. Etapas de desenvolvimento do estudo realizado
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4.1. SELECAO DO TIPO DE QUITOSANA E DA FONTE DE LIPASE

Neste trabalho foi testado quitosana como suporte para imobilizagdo de lipases de
origem pancredtica (LPP) e microbiana (LCR) em quitosana. As enzimas foram
insolubilizadas em quitosanas de duas procedéncias (grau analitico e grau farmacéutico) de
acordo com técnica desenvolvida anteriormente empregando Celite como suporte
(CASTRO et al., 1999). Basicamente o procedimento consistiu do contato das solucdes
enzimaticas com o0s suportes previamente embebido em hexano. As enzimas imobilizadas
foram recuperadas por filtragdo a vécuo e os sistemas imobilizados lavados com hexano.
Este procedimento esta descrito nositens 3.3.1 e 3.3.2.

O tipo de quitosana e a fonte de lipase interferiram significativamente na
recuperacéo de proteina (RP%, calculada pela equacdo 3.3) e no rendimento de
imobilizagdo (RI%, calculado pela equacdo 3.4), conforme mostrado na Tabela 4.1, sendo
gue esses resultados estdo detalhados no Apéndice 3. As melhores porcentagens de
recuperacéo protéica (RP = 78,4%) e catalitica (Rl =14,7%) foram obtidas empregando

lipase microbiana e quitosana de grau farmacéutico.

Tabela 4.1. Imobilizacgo da lipase pancredtica e microbiana Candida rugosa em diferentes
tipos de quitosanas

Tipo de Fonte de Proteina | Unidades Proteina | Atividade | RP RI

quitosana lipase oferecida | oferecida fixada Total (%) | (%)
Po (Mg) (Yo) Pags (Mg ) (Uads)
Grau Pancredética 58,9 598,4 31,6 21,5 53,7 | 4,3
Analitico

Microbiana 16,2 718,3 11,8 51,2 731 7,1

Grau Pancreética 58,9 598,4 42,6 42,6 723 | 71

Farmacéutico

Microbiana 16,2 718,3 12,7 105,4 78,4 | 14,7

Com relacéo ao tipo de quitosana, € provavel que a estrutura em forma de pequenos

granulos, caracteristica da quitosana de grau farmacéutico, tenha proporcionado uma
melhor distribui¢do da lipase na superficie do suporte, favorecendo um melhor contato entre

ainterface dgua/6leo, necessaria para a expressao da atividade das lipases imobilizadas.
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Para confirmar a superioridade do par quitosana de grau farmacéutico e lipase
microbiana, ou ainda, verificar a possibilidade de resisténcia a transferéncia de massa para 0
transporte de moléculas de 6leo nas outras amostras imobilizadas, determinou-se a atividade
de esterificacdo para todas as preparagdes de lipase imobilizada na reagdo de n-butanol com
&cido butirico. As sinteses foram realizadas conforme metodologia descrita no item 3.4.3,
sendo os resultados apresentados nas Figuras 4.2 e 4.3. No Apéndice 4 mostra-se 0

detalhamento dos resultados apresentados nessas figuras.
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Figura 4.2. Formacdo de butirato de butila (BB) catalisada por lipase pancredtica (LPP) e
microbiana (L CR) imobilizadas em quitosana de grau analitico.

A observacdo da Figura 4.2 mostra que no caso da utilizacdo da quitosana de grau
analitico a maxima concentracdo obtida para o butirato de butila foi de 6,9 e 5,8 g/l para a
lipase pancredtica e microbiana, respectivamente, apds 48 horas de reacdo. Quando se
empregou como suporte de imobilizagdo a quitosana de grau farmacéutico, verificou-se
gue, no caso da lipase pancreética (LPP) foi obtida praticamente a mesma concentracdo de
butirato de butila (6,6 g/l), enquanto para a lipase microbiana o acréscimo em concentracéo

foi igual a 3 vezes (5,8 para 17,3 g/l), como apresentado na Figura 4.3. Em ambos 0s casos,
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pela tendéncia das curvas, nota-se que praticamente atingiu-se a concentragdo maxima
possivel, para as condi¢fes de ensaios estudados.

Esses resultados sugerem que a lipase microbiana imobilizada em quitosana de grau
farmacéutico foi a preparagdo imobilizada mais ativa na catélise de reages de hidrélise e

sintese, sendo portanto, o sistema selecionado para estudos posteriores.
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Figura 4.3. Formacdo de butirato de butila (BB) cataisada por lipase pancredtica (LPP) e
microbiana (LCR) imobilizadas em quitosana de grau farmacéutico.

4.2. COMPARACAO DA EFICIENCIA DE IMOBILIZACAO EM QUITOSANA
POR ADSORCAO E LIGACAO COVALENTE.

Tendo selecionado o tipo de quitosana e a fonte de lipase, experimentos posteriores
foram realizados com o objetivo de verificar se 0 procedimento de imobilizac&o por ligacéo
covaente, fornecia rendimentos superiores aos obtidos pelo método de adsorcdo. Para
tanto a quitosana foi ativada com HEMDA e glutaraldeido, conforme metodologia descrita
por BON et al. (1984) e apresentada no item 3.3.2. Os resultados obtidos sGo mostrados na
Tabela 4.2 e no Apéndice 5, foram comparados com aqueles alcangados com quitosana in

natura (adsorcao) e indicaram que apesar da similaridade das porcentagens de recuperacéo
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de proteina (aprox. 75%) houve um decréscimo acentuado da atividade catalitica. Esses
dados sugerem que a quitosana ativada produziu modificagbes conformacionais na enzima,
alterando a estrutura tridimensional do seu sitio ativo. I1sto provavelmente ocasionou
impedimentos estéricos que tornaram certas partes da molécula enzimatica inacessiveis ao
substrato (azeite de oliva). Desta forma, selecionou-se a adsorcéo fisica como método de

imobilizagéo da lipase em quitosana.

Tabela 4.2. Imobilizagdo da lipase microbiana Candida rugosa em quitosana por adsorcéo
e ligacéo covalente

Método de Tratamento Proteinafixada | Atividade total RP RI
imobilizacdo do suporte Pads Uads (%) (%)
(mg) (Y)
Adsorgéo - 12,1 112,0 74,6 15,6
Ligacédo HEMDA 12,4 33,3 76,4 4,6
covalente

Proteina oferecida: P, = 16,2 mg
Unidades de atividade oferecida U= 718,3 U

4.3. DETERMINACAO DO GRAU DE SATURACAO DO SUPORTE

Um outro parémetro que interfere na atividade da enzima imobilizada é a relacéo
entre massa de enzima e suporte, particularmente com a lipase que apresenta uma forte
afinidade por superficie. De acordo com BOSLEY e PEILOW (1997), quando uma
pequena massa de enzima é oferecida para a imobilizacdo, a lipase tende a maximizar seu
contato com a superficie resultando numa perda de sua estrutura e reduzindo
conseguientemente sua atividade cataliticaa. Com o aumento da quantidade de enzima
oferecida, esta area é reduzida diminuindo a difusdo da lipase, 0 que resulta na retencdo de
sua configuracdo estrutural e na sua menor perda de atividade. Para determinar a relagéo
entre a lipase microbiana (Candida rugosa) e quitosana, foi estudada a influéncia da
guantidade de lipase na faixa de 0,1 a 1,0 grama/ grama de quitosana. Os resultados séo
mostrados na Figura 4.4 e no Apéndice 6.

Pode-se observar que a atividade hidrolitica da lipase imobilizada aumentou de 12,7
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para 52,2 U/mg (suporte seco) com o incremento da massa de lipase oferecida (0,03 para
0,33 gramas de lipase/ grama de suporte), entretanto quando efetuado os cédlculos de
rendimento (atividade/ carregamento), maiores eficiéncias foram obtidas quando se ofereceu
uma menor massa de lipase (120 unidades/ grama de suporte). Os resultados sugerem que
para uma relacdo de enzima /suporte superior a 0,16 g de enzimal g de suporte, ao invés de
se obter uma maior fixagcdo da lipase na superficie do suporte, uma adsor¢do de camadas
multiplas ocorreram, bloqueando ou inibindo o acesso do substrato (emulsdo de azeite) ao
sitio ativo da lipase. Esta relacdo € similar a encontrada por OLIVEIRA et al. (1999),
usando a mesma fonte de lipase e polimero sintético (copolimero de estireno-
divinilbenzeno).

Tomando por base esses resultados, 0s experimentos posteriores foram realizados
com derivados imobilizados de lipase produzidos com uma massa igual a 0,1 grama de
lipase/ grama de suporte, obtendo-se uma atividade média de 36 U/mg de suporte seco na

temperatura de 37°C por um periodo de incubacdo de 30 minutos.
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Figura 4.4. Efeito da quantidade de enzima oferecida por grama de suporte na atividade
hidrolitica da lipase imobilizada (@) e no rendimento de imobilizacdo (O)
empregando quitosana de grau farmacéutico. O rendimento foi calculado pela
divisdo da atividade hidrolitica total (Ua.s) por unidades de atividade oferecida
na imobilizacéo.
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Os resultados encontrados neste trabalho se comparam favoravelmente com aqueles
reportados na literatura (BALCAO et al., 1996), em termos de rendimento de imobilizag3o.
Tais rendimentos, devem-se provavelmente, a metodologia empregada, ou segja, 0 uso de
meio organico (hexano) na etapa de fixagdo da enzima ao suporte. Resultados similares tém
sido descrito por diversos pesquisadores, indicando uma nova tendéncia na utilizacéo de
solventes organicos apolares como meio de dispersdo para a imobilizagdo de lipases
(MUSTRANTA et al., 1993; FUKUNAGA et al., 1996; CASTRO et al., 1999).

O mecanismo responsavel por este aperfeicoamento ainda ndo foi totalmente
eclarecido. Segundo OLIVEIRA (1999) duas hipbteses podem ser consideradas. 1) a
expansdo dos suportes nos solventes promove uma melhor distribuicdo da enzima na
superficie do suportes ou 2) a baixa polaridade dos solventes auxilia na conservacdo da
camada protetora de agua ao redor da enzima.

Apesar de ambos 0s mecanismos assegurarem uma elevada retencéo de atividade no
suporte, é mais provavel que solventes com baixa polaridade (alto valor de log P) tenham
permitido manter as propriedades da configuracdo da enzima. Este fato ndo é
surpreendente, visto que solventes hidrofébicos, como os acanos (log P > 3,5) retém a
atividade original da enzima (LAANE et al., 1987). O log P é caculado da forma
apresentada no item 2.3.5.1.

4.4. INFLUENCIA DO TEMPO DE INCUBACAO NA ATIVIDADE HIDROLITICA

Nos experimentos anteriores as determinagdes da atividade hidrolitica das
preparagdes de lipase livre e imobilizada foram efetuadas de acordo com a metodologia
modificada por SOARES et al. (1999) e apresentadas no item 3.4.2. Para verificar se 0s
tempos utilizados (10 minutos para lipase livre e 30 minutos para lipase imobilizada)
representam a atividade enzimética sem interferéncia de efeitos inibitorios, as atividades das
lipases foram determinadas em diferentes tempos de incubacdo (5 a 40 minutos). Os
resultados obtidos mostrados nas Figuras 4.5 e 4.6 sdo referentes as médias dos valores

apresentados no Apéndice 7.
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Figura 4.5. Influéncia do tempo de incubacdo na atividade hidrolitica da lipase livre.
Ensaiosrealizados a 37°C, pH 7,0, substrato azeite de oliva 50%.
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Figura 4.6. Influéncia do tempo de incubac&o na atividade hidrolitica da lipase imobilizada.
Ensaios realizados a 37° C, pH 7,0, substrato azeite de oliva 50 %.
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Pode-se observar nas Figuras 4.5 e 4.6, que ha um acentuado decréscimo da
atividade tanto da enzima livre como imobilizada, podendo indicar uma desnaturacéo
térmica ou uma inibicdo pelos produtos da reacdo, ndo avaliando-se nessas condicdes a
atividade enzimatica nos instantes iniciais da reacéo. Conseqlientemente, nos experimentos
posteriores adotou-se 0 tempo de 5 minutos para a determinacéo da atividade hidrolitica da

enzima lipase tanto na forma livre como imobilizada.

4.5. CARACTERIZACAO EM MEIO AQUOSO: PROPRIEDADES HIDROLITICAS
DA LIPASELIVRE EIMOBILIZADA

Como a principal caracteristica das enzimas € a catadlise das reacGes quimicas e
biolégicas que ocorrem nos seres vivos, 0 estudo de sua fungdo catalitica baseia-se na
medida quantitativa da velocidade da reacdo em que participam. Devido a sua natureza
protéica sdo atamente sensiveis as variagdes de pH, temperatura, concentracdo da propria
enzima, entre outros. Portanto, o conhecimento da atuacdo desses parametros sobre a
reacao enzimética permite o melhor emprego das propriedades cataliticas das enzimas.

Qualquer que sgja 0 método de imobilizagdo de enzimas, desgja-se preservar, tanto
quanto possivel, a atividade biocatalitica e a especificidade da enzima. Apesar da
superioridade das enzimas imobilizadas sobre as livres, 0 processo de imobilizagdo pode
modificar a cinética e as propriedades fisico-quimicas da enzima, normalmente, reduzindo
sua atividade especifica. Para verificar as ateragdes causadas nas propriedades originais da
lipase livre, foi determinada a influéncia do pH e temperatura na atividade enzimatica das

lipases livre e imobilizadas bem como, estimado a estabilidade térmica e operacional.

4.5.1. Influéncia do pH

As enzimas somente sd0 ativas numa faixa restrita de pH e na maioria dos casos ha
um pH 6timo definido. O efeito do pH sobre a enzima deve-se as variagdes no estado de
ionizacdo dos componentes do sistema a medida que o pH varia. Como as enzimas sao
proteinas contém muitos grupos ionizaveis, elas existem em diferentes estados de ionizacao,
por isso, a atividade catalitica é restrita a uma pequena faixa de pH (HARTMEIER, 1988).
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As enzimas imobilizadas também apresentam o comportamento tipico das enzimas livres,
porém o perfil de pH da enzima solGvel e imobilizada nem sempre coincide, uma vez que o
processo de imobilizagdo pode induzir a mudangas conformacionais, bem como alterar o
estado de ionizagdo e dissociacdo da enzima e seu macroambiente. Nos méodos de
imobilizacdo de enzimas, quando o suporte tem uma carga elétrica 0 comportamento
cinético da enzima imobilizada pode diferir daquele observado para a enzima sollvel,
mesmo na auséncia de efeitos difusionais. Esta diferenca deve-se as interacdes eletrostaticas
no microambiente da enzima imobilizadas serem diferentes das existentes em solugéo
(macroambiente) (HARTMEIER, 1988; ZANIN, 1989).

Na Tabela 4.3 apresentam-se os resultados obtidos no estudo da atividade da enzima
lipase (C. rugosa) livre e imobilizada em quitosana (grau farmacéutico). A atividade foi
determinada de acordo com a metodologia descrita no item 3.4.2, empregando-se azeite de
oliva como substrato. Os ensaios foram realizados a 37°C, sendo a atividade determinada
apo6s um tempo de 5 minutos (item 3.6.1).

Na Tabela 4.3 e Figura 4.7 mostram-se a variagéo da atividade relativa em fungéo

do pH para aenzimalipase livre e imobilizada.

Tabela 4.3. Atividade (U/mg) e atividade relativa (%) em fungdo do pH para a enzima
lipase (C. rugosa) livre e imobilizada em quitosana (grau farmacéutico). Ensaio

realizado a 37°C.
Sollvel Imobilizada
pH Atividade Atividade Atividade Atividade
(U/mg solido) relativa (U/mg suporte seco ) relativa

(%) (%)
3,0 0 0 25,5 20,7
3,5 0 0 40,8 33,1
40 0 0 425 34,5
45 0 0 44,2 35,9
5,0 20,4 1,1 69,7 56,6
55 23,8 1,3 108,8 88,3
6,0 732,0 40 123,2 100
6,5 1098,0 60 70,8 57,4
7,0 1830,0 100 50,0 40,6
7,5 1573,8 86 41,5 33,7
8,0 1024,8 56 47,6 38,6
8,5 951,6 52 51,2 41,6
9,0 805,2 44 56,1 45,5




68

100 e
O Lipase livre
S 804 ® Lipase imobilizada -
©
=
T 60- =
L
g 4 ©
S »
: \
204 =
0 1 ~ N 1 1 1 1 1
3 4 5 6 7 8 9
pH

Figura 4.7. Influéncia do pH na atividade hidrolitica da lipase livre e imobilizada em
quitosana, tomando como parametro referencial de 100% as atividades de
1830 U/mg sdlido para lipase livre e 123 U/mg suporte seco para a lipase
imobilizada. Ensaio realizado a 37°C.

Observa-se na Figura 4.7 que o processo de imobilizacéo deslocou o pH em que a
enzima apresenta atividade maxima de 7,0 (enzima livre) para 6,0 (enzima imobilizada).
Esta mudanca de comportamento pode estar associada as diferentes condi¢fes encontradas
no micro e macroambiente da enzima (HARTMEIER, 1988; ZANIN e MORAES, 1989).

Na Tabela 4.3 e Figura 4.7 pode-se notar que o processo de imobilizagcdo conferiu
uma maior estabilidade a0 pH a enzima imobilizada, uma vez que em pH 3,0 a enzima
imobilizada ainda apresentava cerca de 21% de atividade. Este fato corrobora o observado
na literatura, que em muitos casos 0 processo de imobilizaco atua no sentido de aumentar
a estabilidade a0 pH (HARTMEIER, 1988).

O comportamento de deslocamento de pH 6timo encontrado neste trabalho é
distinto ao descrito na literatura para a lipase (P. fluorescens) imobilizada em quitosana na
qgual ndo foi observada mudanca de pH 6timo de atuacdo em relacdo a enzima livre
(ITOYAMA et al., 1994).
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4.5.2. Influéncia da Temperatura

A influéncia da temperatura sobre a atividade da enzima livre ou imobilizada €,
geralmente, representada em termos de atividade ou velocidade de reacdo em funcdo da
temperatura. A dependéncia da temperatura na atividade enzimatica foi investigada em
tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0, numa faixa de temperatura entre 30 a65°C. Na Tabela4.4 e
Figura 4.8 sd0 apresentadas as temperaturas Otimas de atuacdo da lipase livre e da
preparagcdo imobilizada obtida neste trabalho. O ensaio foi realizado de acordo com a

metodologia apresentada no item 3.6.2.

Tabela 4.4 Atividade (U/mg) e atividade relativa (%) em funcdo da temperatura para a
enzima lipase livre e imobilizada em quitosana de grau farmacéutico, em pH

7,0.
EnzmalLivre Enzima imobilizada
Temperatura Atividade Atividade Atividade Atividade
(°C) (U/mg sdlido) Relativa ( U/mg suporte seco ) Relativa

(%) (%)
30 1768,0 52,0 40,8 57,7
35 2992,0 88,0 42,5 60,0
37 3400,0 100,0 47,6 67,3
40 2788,0 82,0 54,4 76,9
45 22440 66,0 70,7 100
50 1475,6 43,4 58,2 82,3
55 1428,0 42,0 35,3 50,0
60 14484 42,6 32,6 46,2
65 1360,0 40,0 30,4 43,1

Nota-se na Tabela 4.4 e Figura 4.8 que a méxima atividade da lipase livre ocorreu a
37°C quando alcancou 3400 U/mg sblido, enquanto a lipase imobilizada em quitosana
apresentou uma atividade maximaigual a 70,7 U/mg suporte seco a45°C. Observa-se que o
processo de imobilizagdo atuou no sentido de aumentar a temperatura 6tima da enzima, o
gue é muito favoravel, pois quanto maiores as temperaturas de operacéo menores sdo 0S
riscos de contaminagdo microbiana.

Na literatura sdo encontrados exemplos de ateracdo da temperatura 6tima da
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enzima livre e imobilizada tanto no sentido de aumento como diminuicdo. Por exemplo a
enzima amiloglicosidase apresenta 6timos diferentes em funcéo do tipo de substrato (amido,
milho, batata, mandioca, entre outros) e do suporte empregado na imobilizagdo (ZANIN,
1989; ZANIN e MORAES, 1989).
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Figura 4.8. Influéncia da temperatura na atividade hidrolitica da lipase livre e imobilizada
em quitosana, tomando como parametro referencial de 100% as atividades de
3400 U/mg solido para lipase livre e 70 U/mg suporte seco para a lipase
imobilizada. Hidrdlise do azeite de oliva por 5 minutos em pH 7,0.

Os dados de atividade em funcdo da temperatura, como os mostrados na Tabela 4.4
sdo Uteis para se estudar o efeito da temperatura sobre uma reacdo enzimatica. Estes podem
ser analisados com o auxilio da relagdo de Arrhenius, onde o logaritmo da atividade é
plotado em funcéo do inverso da temperatura absoluta. Acima de um certo limite a medida
gue se aumenta a temperatura a atividade diminui, indicando a inativagdo da enzima pelo
efeito térmico. Naregido linear a atividade pode ser representada pela relacdo de Arrhenius
(BAILEY eOLLIS, 1986; HARTMEIER, 1988; ZANIN, 1989):
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A= Aoexp|- Ea/RT | (4.1)

onde:
Ao= constante de Arrhenius
A = atividade da enzima
Ea = energia de ativacéo dareacdo de hidrdlise (cal/gmol)
R = constante da lei dos gases (1,987 cal/gmol K)
T = temperatura absoluta (K).

Em reacGes com alta energia de ativacdo 0 acréscimo da temperatura aumenta a
velocidade da reacéo mais do que nas reagdes com baixa energia de ativagdo. Normamente
as energias de ativacdo para as reacfes enziméticas situam-se entre 4-20 kcal/gmol, de tal
modo gue a velocidade da reacéo aumenta por um fator entre 1,2 e 2,9 a cada elevagdo de
10°C (DIXON e WEBB, 1979; HARTMEIER, 1988).

A partir dos dados de atividade apresentados na Tabela 4.4 foi possivel calcular a
energia de ativagdo da enzima livre e imobilizada. Estes resultados sGo mostrados nas

Figuras 4.9 e 4.10. A energia de ativacdo foi calculada pela equacéo 4.1, conduzindo as

seguintes equagdes de guste:
enzimalivre: A =1,33x 10° exp ( -4983/RT ), r* = 0,9994 (4.2)
enzimaimobilizada: ~ A; = 6,47 x 10° exp (-3652/RT), r* = 0,9546 (4.3)

Nota-se que a energia de ativagdo da reacdo de hidrélise com a enzima livre é da
ordem de 9,90 kcal/mol enquanto para a enzima imobilizada é cerca de 7,26 kcal/mol,
portanto da ordem de 27% menor do que aquela da enzima livre. Uma energia de ativagéo
menor em relagdo a enzima livre, pode ser um indicativo de resisténcia difusiona de
produto e substrato no caso da enzima imobilizada (MESSING, 1975). Os valores de
energia de ativagdo encontrados para a enzima lipase livre como imobilizada situam-se na

faixa dagueles usados para a maioria das enzimas.
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Figura 4.9. Gréfico de Arrhenius para a enzima lipase (Candida rugosa) livre, solucdo de
azeite de oliva 50%, pH 7,0
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Figura 4.10. Gréafico de Arrhenius para a enzima lipase imobilizada em quitosana, solucéo
de azeite de oliva 50%, pH 7,0.
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45.3. Estabilidade Térmica

Um aumento de temperatura, geramente corresponde a um aumento na taxa de reagéo
por unidade de enzima imobilizada. Entretanto, um aumento de temperatura também pode
promover aumento na taxa de desnaturacéo térmica da lipase, portanto, reduzindo a taxa de
formacdo de produto. A estabilidede térmica foi verificada por meio da determinacdo das
atividades residuais gpés a incubacdo numa faixa de temperatura entre 37-60°C em meio aquoso
(tampéo fosfato de sbdio 0,1 M, pH 7,0) por um periodo méximo de 2 horas. A atividade
resdua foi determinada a 37°C por 5 minutos, de acordo com a metodologia apresentada no
item 3.6.3.

Nas Tabelas 4.5 e 4.6 apresentam-se as atividades da enzima lipase livre e imobilizada.
Estes resultados sfo plotados nas Figuras 4.10 e 4.11. No Apéndice 8 sBo mostrados os valores

de atividade que originaram os dados mostrados nas Tabelas 4.5 e 4.6.

Tabela 4.5. Evolugdo da atividade residual da lipase livre em funcdo do tempo de
incubacdo em diferentes temperaturas (Tampéo fosfato, 0,1 M, pH 7,0).

Temperatura Atividade Atividade Relativa
(°C) (U/mg solido) (%)

1h 2h 1h 2h

37 3400 3400 100 100

40 5100 3597 100 100

45 2021 1770 59,5 52,1

50 1279 1082 37,5 31,8

55 623 459 18,3 13,5

60 294 197 8,7 5,8

Tabela 4.6. Evolucéo da atividade resdua da lipase imobilizada em quitosana em fungéo do
tempo de incubacdo em diferentes temperaturas (Tampéo fosfato, 0,1 M, pH 7,0).

Temperatura Atividade Atividade Relativa
(°C) ( U/mg suporte seco ) (%)
1h 2h 1h 2h
37 51,4 51,4 100 100
40 69,9 38,3 100 74,5
45 32,8 36,1 63,8 70,2
50 27,3 20,8 53,2 40,4
55 229 19,7 44,7 38,3
60 22,9 18,6 44,7 36,2
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Figura 4.11. Estabilidade térmica das lipases livre e imobilizada ap6s 1 hora de incubacéo
nas temperaturas de 37-60°C, tomando como parametro referencial de 100%,
as atividades de 3400 U/mg sdlido para a lipase livre e 51,4 U/mg suporte
seco para alipase imobilizada.
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Figura 4.12. Estabilidade térmica das lipases livre e imobilizada apds 2 horas de incubacéo
nas temperaturas de 37-60°C, tomando como parametro referencial de 100%,
as atividades de 3400 U/mg sdlido para a lipase livre e 51,4 U/mg suporte
seco para alipase imobilizada.
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Observa-se na Tabela 4.5 e Figuras 4.11 e 4.12 que em pH 7,0 a 60°C a lipase livre,
apos 120 minutos de incubacdo estd praticamente desnaturada, restando apenas da ordem
de 6% de sua atividade inicial. Por outro lado, a andlise da Figura 4.8 e Tabela 4.4 mostra
gue a 60°C a enzima ainda apresenta uma atividade significativa (da ordem de 43% em
relacdo a atividade a 37°C ), porém sua estabilidade térmica € muito baixa, o que inviabiliza
a utilizacdo da enzima por tempos superiores a5 ou 10 minutos.

Para a enzima livre os resultados mostrados na Tabela 4.5 e Figuras 4.11 e 4.12
sugerem que a enzima poderia ser utilizada num processo, por um periodo de até 120
minutos, a 40°C pois ainda teria da ordem de 52% de sua atividade inicial.

A andlise da Tabela 4.6 e Figuras 4.11 e 4.12, para 0 caso da enzima lipase
imobilizada em quitosana e incubada em solucéo tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,0), mostra
gue apds 120 minutos de incubacdo a 60°C a enzima ainda apresenta, aproximadamente
36% de sua atividade inicial contra apenas 6% da enzimalivre.

A partir dos resultados mostrados nas Tabelas 4.5 e 4.6 calculou-se a constante de
inativacao térmica (kq) e 0 tempo de meia-vida (t1,) para a enzima lipase livre e imobilizada.
O tempo de meia-vida é definido como o tempo necessério para que ocorra uma reducéo de
50% da atividade inicial da enzima.

A constante de inativagdo (kq) foi calculada pela equagéo 4.4 e o tempo de meia

vida pela equacdo 4.5. Estes resultados sGo mostrados na Tabela 4.7.
Ain = AinO eXp ('Kd . t) (44)

ty = In 0,5/-kd (45)

Tabela 4.7. Constantes de inativagdo térmica da lipase livre e imobilizada em quitosana em
meio aguoso (tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0), apds 1 hora de incubacdo.

Temperatura Constante de inativagao ( kq) Tempo de meia vida ( ty2)
(C) (hh) (h)
Livre Imobilizada Livre Imobilizada

40 - - - -

45 0,52 0,45 1,33 1,54
50 0,98 0,63 0,71 1,10
55 1,69 0,81 0,41 0,86
60 2,45 0,83 0,28 0,86
65 2,50 1,00 0,28 0,69
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Nota-se na Tabela 4.7 que a perda da atividade catalitica para a enzima livre € bem
superior que a aguela da enzima imobilizada, para temperaturas iguais ou inferiores a 50°C.
Este fato demonstra que o procedimento de imobilizacdo em quitosana confere a lipase
maior estabilidade térmica, apesar dos valores das constantes de inativacdo térmica de
ambas preparacdes tenderem para um mesmo valor para temperaturas superiores a 55°C.

Os dados de constante de inativacdo térmica (k) em funcdo da temperatura
permitem o célculo da energia de desnaturacdo térmica da enzima (Ep) aplicando-se um
raciocinio analogo aquele para obtencéo da energia de ativacdo. Na maioria dos trabalhos
realizados nesta area supde-se que a velocidade de desnaturacéo é de primeira ordem em
relacdo a concentracdo da enzima ativa e segue umalei do tipo de Arrhenius (ZANIN et al.,
1998). A partir desta hipétese a velocidade de desnaturacéo térmica da enzima lipase pode
ser representada pelas equactes 4.6 e 4.7:

Iq=- kd A (46)
ke= k- exp ( - Eo/RT) 4.7)

onde:
A = atividade da enzima
Ep = energia de desnaturacao térmica da enzima (cal/mol)
kq = constante de desnaturacéo da enzima em uma determinada temperatura
k- = fator pré -exponencia

rq = velocidade de desnaturacdo térmica da enzima.

Com os resultados apresentados na Tabela 4.7 construiu-se o gréfico tipo Arrhenius
para a enzima lipase livre e imobilizada ( Figuras 4.13 e 4.14).

A andlise da Figura 4.13 e Tabela 4.7 mostra que a enzima lipase livre apresenta
inativacdo térmica em temperaturas superiores a 55°C, indicando que o0 maior

aproveitamento da atividade enzimética ocorre para temperaturas inferiores a 55°C.
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Figura 4.14.
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A equacdo tipo Arrhenius gjustada aos dados experimentais mostrados na Figura

4.13, parafaixa de temperatura de 40° a50° C &

ke = 9,96 x 10®exp ( - 29221/RT ), r = 0,9999 (4.8)

Observa-se na Tabela 4.7 e Figura 4.14 que a lipase imobilizada em quitosana
apresenta inativacdo térmica em temperaturas superiores a 55°C, sendo que para este caso a
equacdo tipo Arrhenius gjustada aos resultados mostrados na Figura 4.14. para a faixa de

temperaturade 50° a60° C, €&

kg = 5,15x 10" exp ( - 29615/RT ), r* = 0,9032 (4.9

O vador da energia de desnaturacdo térmica da enzima lipase, na forma livre
(Ep=29,22 kcal/mol) € praticamente igual ao da enzima imobilizada (Ep=29,62 kcal/mol),
indicando que a enzima lipase é bastante sensivel a desnaturacdo em temperaturas

superiores a 50°C.

4.5.4. Influéncia da Concentracéo do Substrato

Para verificar o efeito da concentragdo do substrato sobre a velocidade inicial de
reacdo hidrolitica da lipase livre e imobilizada e a ocorréncia de algum tipo de inibicéo, a
porcentagem do azeite de oliva foi variada na faixa de 10% a 70%. Os ensaios foram
conduzidos em pH 7,0 e temperatura de 37°C, conforme descrito anteriormente (3.4.2).

Por meio desses ensaios, é possivel deduzir um mecanismo cinético da reagéo, isto
€, a ordem na qua os substratos se ligam e os produtos se liberam da enzima e se esta
ordem é obrigatéria. Por cinética enzimética entende-se 0 estudo da determinacdo
guantitativa do efeito de cada um dos fatores que influenciam a atividade enzimética,
avaliada a partir do aumento ou reducéo da velocidade da reacdo catalisada, no caso a
hidrélise do azeite de oliva. A atividade da enzima, e portanto a cinética enzimatica envolve
a concentracdo da enzima e do substrato. Nas Figuras 4.15 e 4.16 sd0 apresentadas as
atividades enzimaticas em funcdo da concentracdo do substrato preparado nas proporcoes

apresentadas no Apéndice 9.
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Figura 4.15. Atividade hidrolitica da lipase livre em fun¢do da concentracdo de azeite de
oliva no substrato (37°C).
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Figura 4.16. Atividade hidrolitica da lipase imobilizada em funcdo da concentracéo de
azeite de oliva no substrato (37°C).
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Os resultados mostrados na Figura 4.15 sugerem que a atividade da lipase livre em
funcéo da concentracdo de azeite de oliva segue uma cinética do tipo Michaeliss Menten,
indicando que na faixa de concentracdo estudada, e no tempo de reacdo hidrolitica (5
minutos), ndo se detecta uma possivel inibicdo por produtos de reacéo ou pela presenca de
agua.

Para 0 caso da enzima imobilizada observa-se um comportamento, que sugere uma
inibicdo pelo substrato da reacdo, para concentracdo de azeite de oliva superiores a 50%,
guando a atividade sofre um ligeiro decréscimo. Isto pode ser um indicativo de inibicéo por
substrato ou resisténcia difusional. Este fato ainda necessita ser melhor explorado.

Na literatura ndo sd0 encontrados dados desta natureza, 0 que mostra a
complexidade da interpretacdo da cinética da enzima lipase.

A partir do gréfico dos reciprocos do tipo Lineawer-Burk, do inverso da atividade
(/A) em funcdo do inverso da concentracdo de substrato (1/S) (Apéndice 9) foi possivel
calcular as constantes de afinidade (K, e a velocidade méxima de reagdo (Vmax), €xpressa
para a lipase livre que foi igual a 0,42 mM e 38,46 nM/mg.min, e para a lipase imobilizada
foi de 0,25 mM e 51 mM/mg.min.

4.5.5. Estabilidade a Estocagem

Normamente as enzimas imobilizadas mantém sua atividade em condi¢cbes de
estocagem, quando ndo sdo expostas a condicOes adversas de pH e temperatura. A
estabilidade a estocagem das enzimas imobilizadas em solucdo ou seca, geralmente é
superior aquela da enzima livre, porém depende do método de imobilizac&o, do suporte e da
solucdo em que esta estocada (CHIBATA, 1978).

As lipases livre e imobilizada foram mantidas numa temperatura de 4°C por 30 dias,
sendo estocadas em diferentes condigdes. auséncia de qualquer componente, em tampéo
fosfato 0,1 M (pH 7,0) e heptano. A atividade residual de ambas preparacdes apds 30 dias
de estocagem foi dosada empregando-se 0 método de hidrélise do azeite de oliva, conforme
descrito no item 3.4.2. Na Tabela 4.8 s0 mostrados os resultados do acompanhamento da

atividade durante o periodo de estocagem.
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Tabela 4.8. Efeitos das condicdes de estocagem na atividade hidrolitica da lipase livre e

imobilizada
Condicéo de Lipase livre® Lipase imobilizada®
Estocagem

Atividade | Atividade Relativa| Atividade | Atividade Relativa

(U/mg) (%) (U/mg) (%)

Seca 5838 100 33,9 65,9

Heptano ( puro) 3083 90,7 45,9 89,4

Tampédo Fosfato 2886 84,9 37,2 72,3

®Atividade inicial: 3400 U/mg solido (tomando como referencial 100% ativa)
*Atividade inicial: 51,4 U/mg suporte seco (tomando como referencial 100% ativa)

Como pode-se observar na Tabela 4.8, os resultados obtidos mostraram que para a
lipase imobilizada em quitosana uma maior estabilidade de estocagem foi alcancada para as
amostras armazenadas em solucéo (heptano e tampédo), a0 passo que a lipase livre
permaneceu com sua atividade relativamente alta em todas as condigbes de estocagem
testadas. Esses dados diferem dos encontrados na literatura, onde geralmente sdo descritos
uma estabilidade de estocagem superior para as enzimas imobilizadas. Entretanto, deve ser
considerado que este comportamento depende do método de imobilizagcdo, do suporte e da
solugdo em que € estocada. De um modo geral, as enzimas imobilizadas em suportes
inorganicos por meio de ligacdo covalente sdo mais estéveis do que as imobilizadas em
suporte organicos (CHIBATA, 1978).

4.5.6. Estabilidade Operacional

A estabilidade operacional € um parémetro de fundamental importéancia quando se
pretende utilizar industrialmente uma enzima imobilizada (KENNEDY e WHITE, 1985).
Um dos objetivos principais de se imobilizar uma enzima é aumentar seu tempo de
utilizacdo em relacdo a enzima livre, mantendo estavel o par enzima-suporte num maior
nimero possivel de reaces consecutivas. A estabilidade operacional da lipase imobilizada
em quitosana foi testada na reacdo de hidrdlise do azeite de oliva (10 min/ 37°C), conforme
mostrado na Figura 4.17, tendo sido verificado um tempo de melavida de 5 horas,

indicando uma dessor¢éo da enzima do suporte.
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Figura 4.17. Estabilidade operacional da lipase imobilizada em meio aquoso (hidrolise de
azeite de oliva, ciclos de 10 minutos a 37°C).

As principais caracteristicas da lipase microbiana imobilizada em quitosana de grau
farmacéutico descritas nas segdes anteriores sd0 sumarizadas na Tabela 4.9. Esses dados
indicam que a lipase Candida rugosa quando imobilizada em suportes hidrofilicos, como a
quitosana, produz preparactes imobilizadas menos ativas, e estavels que as obtidas com
suportes hidrofébicos (copolimero de estireno-divinilbenzeno e silica de porosidade
controlada), conforme pode ser observado por meio de uma comparagdo dos dados
apresentados nestatabela e na Tabela 2.11.
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Tabela 4.9. Propriedades cataliticas da lipase imobilizada em quitosana

Tipo de suporte Quitosana de grau farmacéutico
Ativacdo do suporte -

Método de imobilizacdo Adsorcdo fisica
Meio de disperséo Hexano
Rendimento de imobhilizagéo 17%
Atividade da enzima imobilizada 51,4 U/mg suporte seco
Teor de &gua 10-20 %

pH 6timo 5,5-6,0
Temperatura 6tima 45°C
Constante de inativagdo térmicaa50°C 0,63 h*

Tempo de meia-vida a 50°C 1,1 horas

Km 0,15 mM

V max 51 nM/mg.min
Estabilidade operacional (hidrélise, ty, a 37°C) 5 horas

4.6. CARACTERIZACAO EM MEIO ORGANICO: APLICACAO DA LIPASE
IMOBILIZADA EM QUITOSANA NA SINTESE DE ESTERES
AROMATIZANTES

A sintese de ésteres por via enzimatica envolve um mecanismo complexo
dependente do tipo de substrato, enzima, solvente organico e concentracdo do meio
reacional. Para verificar a atividade catalitica da preparacdo de lipase imobilizada em
quitosana, inicialmente foram testados diferentes doadores do grupo acila e nucleofilicos. O
sstema que apresentou melhor rendimento foi selecionado para estudo mais detalhado,
sendo determinada a influéncia da temperatura, massa de lipase imobilizada e raz&o molar
entre &cido e dcool no rendimento de formacdo do éster desgjado. Em seguida, a
estabilidade operacional da lipase imobilizada foi verificada em meio organico, adotando
como modelo o sistema anteriormente selecionado. Finalmente foi efetuada uma
comparacdo do desempenho da lipase livre, imobilizada em quitosana e o da Lipozyme na
sintese de ésteres aromatizantes. Estes ensaios foram conduzidos de acordo com a

metodologia descrita no item 3.7.



4.6.1. Selecdo do Sistema Reacional

Inicialmente, foi verificada a influéncia do tamanho da cadeia do &cido graxo na
esterificagdo do butanol. As sinteses foram realizadas pela incubacdo do butanol e écidos
numa razéo molar fixa (1:1,5) com lipase microbiana imobilizada em quitosana (0,5 gramas,
massa seca), numa temperatura de 37°C. Na Tabela 4.10 sdo mostrados os valores iniciais e
finais da concentracdo de butanol, &cido graxo e teor de &gua. Na Figura 4.18 os resultados
obtidos, para o consumo de butanol sdo plotados em funcdo do tamanho da cadeia
carbbnica do &cido graxo.

A andlise da Tabela 4.10 e Figura 4.18 mostra que ap06s 24 horas, os diferentes
&cidos testados (C, a Cy») conduziram a conversdes similares do butanol, compreendidas
entre 40-45%. A Unica excecdo foi referente ao emprego do acido acético como substituinte

no grupo acila, sendo que o butanol neste caso ndo foi consumido.

Tabela 4.10. Influéncia do tamanho da cadeia carbbnica do acido graxo no grau de
esterificagdo do n-butanol (0,30 M); lipase imobilizada (0,5 g massa seca),
37°C, tempo de reacéo 24 h.

Doador do Tempo Butanol Acido graxo Agua
grupo acila (h)
(gh) | (mM | (%) | (g1) | (MM) | (%) | (%)
)

Acido acético ( C,) 0 1991 | 270 - 24,00 | 400 - 1,98
24 | 2286 | 310 - 1141 | 190 | 525 | 221

Acido butirico ( C,) 0 19,88 | 270 - 4211 | 480 - 2,42
24 | 1160| 160 | 40,74 | 1965 | 220 | 5333 | 3386

Acido oenéntico ( C;) 0 19,92 | 270 - 6291 | 480 - 312
24 | 11,86| 160 | 4080 | 4687 | 360 | 2550 | 340

Acido octandico ( Cs) 0 1921 | 260 - 61,30 | 425 - 2,50
24 | 1055| 142 | 4510 | 4038 | 280 | 3412 | 240

Acido pdargdnico ( Cy) 0 19,67 | 266 - 7460 | 471 - 2,48
24 | 11,04| 150 | 4387 | 5513 | 348 | 2610 | 1,89

Acido caprilico ( Cy) 0 19,49 | 260 - 7955 | 460 - 2,76
24 | 1058| 142 | 4570 | 5685 | 330 | 2853 | 1,93

Acido laurico ( Cy) 0 19,90 | 268 - 9250 | 460 2,39
24 | 1092 | 147 | 4512 | 6811 | 340 | 2636 | 213
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Figura 4.18. Efeito do tamanho da cadeia carbdnica do acido graxo na esterificagdo com o
butanol (conversdo molar do butanol, apés 24 horas a 37°C).

Resultados similares foram reportados na literatura (OGUNTIMEIN et al., 1995;
CASTRO et al., 1997a) empregando lipases imobilizadas disponiveis comerciamente
(Novozym, Lipozyme). Segundo alguns autores (WELSH et al., 1989; CASTRO et al.,
1997a) a presenca de &cido acético no meio reacional pode ocasionar danos na camada de
hidratacdo da interacdo camada-protéica ou na estrutura da enzima, resultando numa
inibicdo parcial ou total da preparagdo enzimatica. Esse efeito negativo, pode ser atribuido a
alta polaridade do acido acético (log P = - 0,23), 0 que ocasiona uma particdo (migracao)
do &cido para a fase sdlida (enzima/ suporte), resultando numa saturacdo do microambiente
da enzima. Desta forma, a agua contida na preparacdo enzimética é parcialmente removida,
ocorrendo reducéo da atividade da lipase. Além disso, pode ocorrer uma reducéo da
disponibilidade de &cido acético na fase liquida interrompendo a reacdo de esterificacgo.
Assim os fendmenos de particdo causam a modificagdo do estado original de hidratacéo
enzimética e um aparente desequilibrio entre a taxa de conversdo e disponibilidade do &cido
no meio reacional.

Para melhor exemplificar estes fendmenos, na Tabela 4.11 sGo mostrados 0s

resultados obtidos referentes a0 consumo em moles do butanol e de todos os é&cidos
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testados. Se para cada mol de éster formado é consumido um mol de dcool e um mol de

&cido, apenas no caso do é&cido acético, esta proporcionalidade entre acool/ écido

consumido, ndo foi verificada

Tabela 4.11. Comparacdo do consumo butanol e &cido durante a esterificacéo do butanol

com diferentes acidos organicos.

Tipo de acido Consumo
( moles)
Butanol Acido

Acetico ( C,) 0 210
Butirico ( C4) 110 260
Oenantico ( C7) 110 120
Octanoico ( Csg) 118 145
Pelargonico ( Cy) 116 123
Caprico (Cuo) 118 130
Laurico ( Cy») 121 120

Na sequiéncia verificou-se a influéncia do tamanho da cadeia do &cool na sintese de
ésteres de butirato. Estes resultados s80 mostrados na Tabela 4.12 e Figura 4.19. Neste

caso o doador do grupo acilafoi o é&cido butirico.

Tabela 4.12. Influéncia do tamanho da cadeia carbbnica do dcool no grau de esterificacéo
do é&cido butirico. (Acido butirico 0,45 M; lipase imobilizada em quitosana
(0,5 gramas massa seca, 37°C, tempo de reacéo de 24 h).

Nucleofilico Tempo Acido Butirico Teor de Agua
(‘horas) (g/l) (mM) (%) (%)
Etanol (C,) 0 46,54 530 - 3,21
24 34,19 390 26,41 1,42
Butanol ( C) 0 4876 550 - 2,92
24 24,75 280 49,10 1,88
Hexanol ( Cs ) 0 31,68 360 - 2,21
24 16,74 190 47,15 1,58
Octanol ( Cs) 0 31,68 360 - 1,79
24 16,68 190 47,35 1,95
Citronelol ( Cro) 0 29,04 330 - 3,06
24 15,96 180 45,04 3,04
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Figura 4.19. Efeito do tamanho da cadeia carbdnica do dcool na esterificagdo com o écido
butirico (conversdo molar do &cido butirico ap6s 24 horas a 37°C).

ApOGs 24 horas de reagdo do &cido butirico e dcoois numa razéo molar fixa (1,5: 1)
com lipase microbiana imobilizada em quitosana (0,5 gramas), huma temperatura de 37°C,
os diferentes dcoois (C, a Cyo) promoveram conversdes de acido butirico superiores a 40%,
com excecdo do etanol que apresentou uma conversdéo molar de apenas 26%. Este
resultado, provavelmente deva-se ao alto poder desidratante do etanol ocasionando efeitos
similares, porém menos severos aos descritos anteriormente para o &cido acético.

Tomando por base esses resultados, selecionou-se 0 sistema reacional constituido de
butanol e &cido butirico, para se estudar a sintese de ésteres catalisada por esta preparacdo

experimental de lipase imobilizada

4.6.2. Sintese do Butirato de Butila

A partir da técnica de plangjamento de experimentos foi possivel avaliar a influéncia
dos parametros mais significativos no rendimento da esterificagdo do butanol com é&cido
butirico, utilizando a preparacdo experimental de lipase imobilizada. Foi determinada a

influéncia da temperatura (X,), da massa de lipase imobilizada (X;) e da razdo molar entre
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&cido butirico e butanol (X3) no rendimento de formacdo do éster. Na Tabela 4.13 sdo
apresentadas as concentracdes de butirato de butila formado apos 20 horas de reacdo para

as diversas condicdes testadas. No Apéndice 11 sdo mostrados os resultados intermediarios.

Tabela 4.13. Matriz padréo para 0 experimento de sintese de butirato de butila pela lipase
imobilizada em quitosana. Volume de substrato 20 ml; butanol 300 mM; 20
horas de reac&o. Lipase imobilizada 23,5 U/mg suporte seco.

Ensaio| X; | Xz X3 T Lipase Razéo molar Butirato de butila
(°C) | (gramas) | (ButOH: AcBut) (gl)
1 -1 | -1 -1 37 0,25 300 300 9,30
2 +1 | -1 -1 50 0,25 300 300 8,24
3 -1 | +1 -1 37 0,50 300 300 21,37
4 +1 | +1 -1 50 0,50 300 300 19,21
5 1| -1 |+ 37 0,25 300 600 13,55
6 +1 | -1 | +1 50 0,25 300 600 9,71
7 1| +1 | +1 37 0,50 300 600 26,00
8 +1 | +1 | +1 50 0,50 300 600 20,11
9 0 0 0 43 0,37 300 450 17,11
10 0 0 0 43 0,37 300 450 18,67
11 0 0 0 43 0,37 300 450 19,70

O efeito individual dos fatores experimentais e de suas interagcdes sobre a formacéo
de butirato de butila, foi avaliado estatisticamente pelo Programa Statgrafic 6.0 (Tabelas
4.14 e 4.15).

Tabela 4.14. Efeitos calculados para o plangjamento fatorial 2° e seus erros padréo

Variavel Efeitos Erro-padréo Valoresdet
Média 16,62 +0,64 25,97
Temperatura ( X1 ) 3,26 +1,49 2,18
Massa de lipase ( X3) 11,45 +1,49 7,68*
Raz&o molar ( X3) 2,78 +1,49 1,86
X1X2 -0,81 +1,49 0,54
XoX3 -0,07 +1,49 0,05
X1 X3 -1,65 +1,49 111

Valor t = efeito/ erro padréo
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade (t = 3,18).
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Tabela 4.15. Andlise de variancia

Efeitos Grausde Soma Quadrética | Soma Média F Nivel de
liberdade dos Fatores Quadratica Significancia
X1 1 21,32 21,32 4,75 0,09
X, 1 261,97 261,98 58,34 0,001*
X3 1 15,51 15,51 3,45 0,14
X1X5 1 1,33 1,33 0,30 0,62
X1X3 1 5,48 5,48 1,22 0,33
XoX3 1 0,01 0,01 0 0,96
Erro total 4 17,96 4,49
Total (corrigido)= 323,59
R*=0,944

F= S-M-Q-F-efeito/ S.M.Q.F.e’ro

A Tabela 4.14 reline os dados da andlise dos €efeitos, estimativa de erro padrdo e o
teste t de Student’s (BOX et al., 1978). Pelo teste t, verifica-se que a varidvel massa de
lipase (X_) apresenta uma influéncia significativa ao nivel 5% de probabilidade (t=7,18). As
outras duas variaveis bem como todas as interagdes ndo apresentaram efeitos significativos,
isto é,t< 3, 18.

A andlise dos dados apresentados na Tabela 4.15, mostrou que o fator mais
significativo na formagdo de butirato de butila foi a massa de enzima; sendo o resultado
positivo representado pelo nivel alto (+) massa igua a 0,5 gramas. Dentro da regido
experimental avaliada, ndo h& evidéncia de interacdo da massa de lipase com os outros dois
fatores. Portanto, esse efeito pode ser interpretado isoladamente, tendo em vista que o
aumento da massa de lipase 0,25 para 0,5 gramas promovem um aumento médio de 11,0 g/l
na formacdo de butirato de butila e ndo h& evidéncia de que este aumento dependa dos
niveis das outras varidveis.

Com relacdo a temperatura, os dados obtidos neste plangjamento confirmam os
resultados referentes a estabilidade térmica desta amostra de lipase imobilizada (secéo
4.3.3). Desta forma, o progresso da esterificagdo catalisada por lipase imobilizada em
guitosana depende principalmente da massa do catalisador empregado, ndo estando sujeito
as interagOes com as outras variavels do processo.

Esses resultados sugerem que esta preparacao de lipase imobilizada, ao contrario de
outras preparagdes ndo sofre uma influéncia tdo marcante da razéo molar ente os materiais
de partida na formagcdo do produto. Por exemplo, CASTRO et al (1997b), estudando o
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mesmo sistema reacional empregando Lipozyme como catalisador, verificaram que a razéo
molar entre butanol e acido butirico foi o fator critico para a obtencéo de altos rendimentos
de butirato de butila, requerendo um excesso de acido butirico da ordem de 1,5 vezes em

relagdo a concentragcdo molar do butanol.

4.6.3. Estabilidade Operacional

No desenvolvimento dos processos com enzimas imobilizadas, um parametro de
fundamental importancia é a estabilidade operacional. Os processos com enzimas
imobilizadas somente serdo mais econdmicos que 0S processos com enzima livre, desde que
se consiga um tempo de meia-vida suficientemente longo para a enzima imobilizada, pois
neste caso, haveria uma reducéo no custo operacional do processo advindo do menor
consumo de enzima, que deveria, dém de compensar as despesas adicionais com 0
procedimento de imobilizagdo, ser inferior aquele da enzimallivre.

A estabilidade operacional da enzima depende de uma série de fatores, tais como: i)
desprendimento da enzima do suporte; ii) obstrucdo dos poros por impurezas ou produtos
secundarios; iii) perda de suporte por atrito ou dissolucdo. O efeito global destes fatores
pode ser determinado experimentalmente, e devem ser feitas tentativas para reduzir seus
efeitos.

Apesar da literatura referente a imobilizacdo de lipases ser extensa, sd0 poucos 0s
dados referentes a estabilidade operacional desses derivados. A razéo para este fato pode
estar associada a baixa estabilidade operacional das lipases imobilizadas, atingindo em
alguns trabalhos, cerca de 50 a 70% de reducdo da atividade catalitica em menos de cinco
bateladas consecutivas (OLIVEIRA, 1999).

Destaca-se ainda, que esses resultados sdo também bastante conflitantes, mesmo em
relacdo as preparacbes comerciais de lipase imobilizada, como por exemplo, Lipozyme
(NOVO NORDISK), tendo em vista que diversos fatores podem contribuir para a
manutencdo de uma elevada atividade durante o seu uso repetitivo. Por exemplo, em
trabalhos publicados por CASTRO et al., 1992a; 1992b, foi identificado que durante o
processo de esterificacdo do citronelol com acido butirico catalisada por Lipozyme, a &gua
formada como sub-produto foi totalmente adsorvida pela fase solida, alterando desta forma

o teor de agua desta preparacdo de lipase imobilizada.
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Este mecanismo de adsorcdo de agua pela Lipozyme, interfere negativamente na
conversdo do substrato no novo reciclo. Técnicas de desidratacdo da preparacdo
enzimatica, como uso de peneira molecular ou lavagem com solvente organico foram
consideradas eficientes para restauracdo da atividade original da Lipozyme. Por outro lado,
em trabalho desenvolvido na COPPE (UFRJ), mesmo adotando esta metodologia de
desidratacdo da Lipozyme com hexano ndo foi possivel manter elevada atividade catalitica
desta preparacdo na sintese de triglicerideos (LANGONE, 1998). Isto ndo significa que
Lipozyme ndo tenha elevada estabilidade operacional, mas que as condi¢des operacionais
empregadas nas sinteses interfiram significativamente na atividade catalitica da Lipozyme
nas bateladas subsequentes. Enquanto, a sintese do citronelol com &cido butirico foi
efetuada numa temperatura de 45°C, na sintese de triglicerideos foram adotadas
temperaturas superiores a 80°C, inativando desta forma a preparacéo enzimética para uso
nos reciclos subsequentes.

A estabilidade operacional da lipase imobilizada em quitosana foi verificada em meio
organico, adotando como modelo a esterificagdo do butanol com &cido butirico. Este ensaio
foi realizado de acordo com a metodologia apresentada no item 3.7.3.

Na Tabela 4.16 sd0 mostrados os resultados médios obtidos nos ensaios de
estabilidade operacional, realizado em bateladas consecutivas de 24 horas. O rendimento de
esterificagdo alcancado ao final de cada batelada € mostrado na Figura 4.19.

Como pode-se notar na Tabela 4.16 e Figura 4.20, houve um decréscimo gradativo
do rendimento de esterificacdo, com uma reducdo de 83% ao final do sé&timo reciclo,
indicando um tempo de meia-vida de 66 horas. Entretanto, este decréscimo téo acentuado
ndo foi observado na preparacdo de lipase imobilizada, cuja atividade hidrolitica inicia foi
reduzida em apenas 28% (tempo de meia-vida de 351 horas). Esses resultados demonstram
gue em meio organico ndo ocorre desprendimento da enzima do suporte mas uma alteracéo
das condi¢des de hidratacdo da preparacéo enzimatica imobilizada, afetando diretamente a
atividade lipolitica no novo ciclo. Portanto, o decréscimo do rendimento de esterificacdo
durante as reutilizagbes da lipase imobilizada podera ser minimizado por técnicas mais
efetivas de remocao dos materiais de partida ndo consumidos e produtos formados (agua e
éster) por meio de utilizacdo de solventes mais adequados. Neste trabaho, foi utilizado
hexano que é um solvente apolar. Um estudo mais aprofundado desse efeito, utilizando

solventes mais polares seria interessante para uma melhor avaliacdo da influéncia da
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guantidade dos reagentes envolvidos e produtos formados presentes na matriz (quitosana)

da lipase imobilizada na manutencdo de sua atividade durante 0 uso em bateladas

consecutivas.

Tabela 4.16. Estabilidade operaciona da lipase imobilizada em quitosana de grau

farmacéutico na esterificacdo do butanol (0,25 M) com é&cido butirico (0,30
M) em heptano, empregando 1,0 grama (massa seca) de lipase imobilizada
com uma atividade de 32,83 U/mg de suporte seco. Bateladas de 24 horas a
37°C.

Bateladas| Tempo ButOH ABut Butirato | Conversido | Conversdo | Rendimento
(horas) (gl) (gl) Butila ButOH ABut Ester
(g) (%) (%) (%)

RO 0 19,0 25,47 0,12 - -

24 3,04 4,75 32,11 84,00 81,30 89,20
R1 0 19,17 24,49 1,00 - -

24 3,60 4,76 33,48 81,24 80,63 90,22
R2 0 20,24 24,04 3,60 - -

24 11,06 8,63 33,90 45,35 64,10 84,20
R3 0 20,05 23,51 4,37 - -

24 14,04 12,28 25,48 30,31 47,76 58,70
R4 0 20,06 27,57 4,35 -

24 13,67 15,56 26,76 31,85 43,56 61,44
R5 0 19,50 23,51 4,12 - -

24 15,38 16,64 17,65 21,12 29,22 37,58
R6 0 18,92 23,01 4,24 - -

24 15,84 19,23 13,66 16,00 15,38 26,17
R7 0 19,79 27,43 4,75 - -

24 16,93 21,37 10,24 14,41 22,10 15,25

Atividade hidrolitica residual apés 7 reciclos. 23,58 U/mg suporte seco
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Figura 4.20. Estabilidade operaciona da lipase imobilizada em quitosana, em bateladas
consecutivas, na esterificacdo do n-butanol (0,25 M) com &cido butirico
(0,30M) a 37°C, bateladas de 24 horas.

4.6.4. Comparacdo do Desempenho da Lipase Livre e Imobilizada na Sintese do
Butirato de Butila

A finalidade deste grupo de experimentos foi comparar o desempenho da lipase
livre, imobilizada em quitosana e o0 da Lipozyme (preparacdo comercial de lipase
imobilizada) na sintese do butirato de butila. As sinteses foram realizadas a 37°C com
substratos contendo butanol e écido butirico na propor¢éo molar de 1:2 empregando 0,3
gramas de cada preparacdo, o que equivale a 42000 unidades de atividade da lipase livre
(1400 U/mg sdlido); 7050 unidades de atividade da lipase imobilizada em quitosana (23,4
U/mg suporte seco) e 8406 unidades de atividade da Lipozyme (28 U/mg suporte seco).

Os resultados apresentados na Figura 4.21 (Apéndice 12), indicam que as atividades
de esterificacdo (expressas em niM/g.min), alcancadas nesta sintese pela lipase-quitosana foi
seis vezes inferior a obtida pela lipase livre e oito vezes inferior ao da Lipozyme.

Com relagdo a comparacao entre a lipase microbiana (C. rugosa) na sua forma livre

e imobilizada em quitosana os resultados indicam que o procedimento de imobilizagdo
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reduziu sensivelmente a atividade catalitica da enzima. Entretanto deve ser considerado que
a enzima na sua forma imobilizada pode ser utilizada durante um longo periodo com uma

pequena perda de atividade e a enzima livre apds 0 uso € descartada.

Atividade ( nM /g. min)

Liwe Quitosana Lipozyme
Tipo do biocatalisador

Figura 4.21. Comparacéo do desempenho da lipase livre, imobilizada em quitosana e
Lipozyme na sintese do butirato de butila (37°C, substrato constituido de
0,30 M de butanol € 0,3 M de &cido butirico).
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5. CONCLUSOES

Nos ultimos anos avancos significativos tém sido efetuados no uso de enzimas em
meios Ndo convencionais. Esse avangos impulsionam uma nova era de aplicagdo de enzimas
em sintese organica. Tais atividades sdo de extrema importancia para o desenvolvimento de
novas rotas de processo, para obtencdo de produtos novos ou conhecidos a custos mais
competitivos, ampliando simultaneamente, o potencial de aplicagdo das enzimas em
processos industriais. Entretanto os maiores obstaculos na competicdo deste processo com
a prética corrente da sintese quimica sdo: o ato custo dos biocatalisadores e sua baixa
estabilidade operacional. Portanto, o uso industrial de enzimas como catalisadores depende
da eficiéncia de sua imobilizagdo e do emprego de suportes adequados, de tal forma que o
investimento inicial em matéria-prima (enzima e suporte) sgja compensado pela elevada
atividade e estabilidade do derivado imobilizado obtido.

Neste trabalho, optou-se pela utilizagdo de um suporte polimérico natura, a
quitosana, que apresenta inlmeras vantagens como meatriz de imobilizacdo de enzimas, entre
as quais destacam-se: versatilidade nas formas que estéo disponiveis (pd, gel, fibra e
membrana); escassa biodegradabilidade; custo baixo; facil manuseio; ata afinidade pelas
proteinas e acima de tudo, ndo € toxico. A enzima selecionada, a lipase, pertence a uma
classe de catalisadores bioquimicos cujo interesse industrial € decorrente de sua
versatilidade para mediar reacBes de hidrélise e sintese. Os resultados obtidos foram
bastante satisfatorios, e nesse conjunto de dados pode-se concluir que:

1. Entre os dois tipos de quitosanas (grau farmacéutico e analitico) e lipases (microbiana e
pancredtica) testadas, a quitosana de grau farmacéutico apresentou a configuracéo mais
favorével para a imobilizacdo da lipase Candida rugosa, provavelmente devido as

interacOes entre a matriz e a enzima.

2. A metodologia de imobilizagdo da lipase na quitosana por adsor¢éo, empregando hexano
como meio dispersante, forneceu elevadas porcentagens de retencdo de proteina (80%) e
recuperacdo de atividade lipolitica (15%).
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3. O procedimento de imobilizagdo por ligacdo covalente reduziu sensivelmente o
rendimento de imobilizag&o da lipase na quitosana, alcangando um valor de apenas 4,7%.

4. O melhor rendimento de imobilizacéo (RI = 17%) foi obtido quando foi oferecido 0,1

grama de lipase microbiana por grama de suporte.

5. O ensaio de determinagdo da atividade hidrolitica, tanto para a enzima livre como
imobilizada, indicou serem suficientes 5 minutos a 37°C para se obter uma formagéo

adequada de produto para andlise sem necessidade de grandes diluicdes da amostra.

6. O pH em que a enzima lipase (C. rugosa) livre apresentou méxima atividade (1830
U/mg) foi 7,0 enquanto a imobilizada em quitosana de grau farmacéutico foi 6,0 (123
U/mg).

7. A temperatura de maxima atividade da enzima livre em pH 7,0 foi 37°C atingindo 3400
U/mg, enquanto para a enzima imobilizada foi 45° C (70,72 U/mg).

8. A energia de ativacdo da reacdo de hidrdlise do azeite de oliva, com a enzima lipase livre
€ igua a 9,90 kcal/mol, enquanto para a enzima imobilizada é da ordem de 7,26
kcal/mol. A atividade da enzima livre e imobilizada, para a faixa de temperatura entre 30
a 37°C, e 30 a45°C, respectivamente pode ser calculada pelas equacdes:

livre: A =1,33x10" exp (-4983/RT),  r*=0,9994
imobilizada: Ai = 6,47 x 10° exp (-3652/RT), r* = 0,9546

9. A retencdo de atividade da enzima livre, apds 120 minutos de incubacdo a 60°C é de
apenas 6%, enquanto para a imobilizada é de 36%. A 40°C a enzima livre ainda retém
52% de sua atividade inicia ap6s 120 minutos, enquanto a imobilizada ainda apresenta

75% de atividade nessas mesmas condigoes.

10. A energia de desnaturagdo térmica da enzima lipase livre é igua a 29,2 kcal/mol,
enquanto para a imobilizada em quitosana € igua a 29,6 kcal/mol, indicando que a

lipase livre € bastante sensivel a desnaturacdo a temperaturas superiores a 50°C.
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Os valores dos parametros cinéticos obtidos a partir da curva da atividade em funcéo da
concentracdo de substrato (azeite de oliva) indicaram gque a enzima livre apresenta uma
cinética tipo Michaelis-Menten, enquanto a imobilizada apresenta uma cinética tipica de
inibicdo pelo substrato ou ainda a redugdo da atividade pode estar relacionada com

problemas de limitagOes difusionais. Estes fatos necessitam de mais estudos.

A enzima imobilizada foi aplicada com sucesso na sintese de ésteres empregando
diferentes dcoois (C, a Cyo) e diferentes acidos graxos (C, a Cy,), a Unica restricéo
encontrada foi referente ao uso do &cido acético como doador do grupo acila e do
etanol como nucleofilico. Conversdes molares na faixa de 40-45% foram alcancadas
para os sistemas reacionais constituidos de butanol e diferentes &cidos graxos (C, a Cyp)
e entre 40-50% para os sistemas constituidos de acido butirico e diferentes acoois (C; a
Cio).

13. A egtabilidade operacional da enzima lipase imobilizada em bateladas ciclicas em meio

14.

aquoso foi de 5 horas enquanto em meio organico foi igual a 66 horas. Essa diferenca
no comportamento da lipase imobilizada sugere que em meio orgénico ndo ocorre
desligamento da enzima do suporte mas uma alteracdo das condi¢des de hidratacéo da

preparacdo imobilizada, afetando diretamente sua atividade de sintese no novo ciclo.

O desempenho do derivado experimental de lipase imobilizada em quitosana foi inferior

a0 alcangado para uma preparacdo de lipase imobilizada disponivel comercialmente

(Lipozyme).
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade e complementar os estudos da imobilizacéo e utilizacdo da

lipase de Candida rugosa imobilizada em quitosana sugere-se:

1. Verificar a influéncia da granulometria do suporte no rendimento de imobilizacéo da

lipase.
2. Testar diferentes estratégias para a manutencdo do grau de hidratacdo da lipase
imobilizada em bateladas consecutivas, de tal forma que elevados rendimentos de

esterificagcdo sejam mantidos.

3. Aplicar a lipase imobilizada em quitosana em outros tipos de reacdes catalisadas pelas

lipases, como por exemplo, interesterificacéo.

4. Testar a metodologia desenvolvida para imobilizar lipases de outras fontes microbianas,

as quais apresentem uma maior estabilidade térmica na sua formallivre.

5. Estudar a posshilidade de imobilizar outros tipos de enzimas de interesse em

biotecnologia no suporte empregado neste trabalho (quitosana).

6. Estudar a cinética da enzima lipase livre e imobilizada.

7. Estudar a distribuicdo da porosidade da quitosana, e outras propriedades como acidez,

basicidade, isto €, a caracterizagdo do suporte.

8. Modificar o suporte como Polietileno Glicol ( PEG ), a fim de fornecer um meio mais

apropriado a imobilizacéo.

9. Estudar outros 6leos comerciais: soja, milho, e outros, para estas reacoes.
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CURVA PADRAO DE PROTEINA

APENDICES

APENDICE 1
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A seguir apresenta-se um exemplo de obtencdo da curva padréo para a determinacdo de proteina

pelo Método de Bradford (1976), empregando-se como padrdo aBSA. .

Curvade Calibracéo para Determinacdo de Proteina pelo Método de Bradford (1976)

Tubo | Solucdo Proteina | Agua | Conc. Proteina | Abs. Abs. Abs. Abs.
n° (ml) (ml) (mg/ml) (1) (2) (3) [(media)
1 0 4,0 0,00 0 0 0 0
2 0,4 3,6 0,01 0,033 | 0,054 | 0,046 0,044
3 0,8 3,2 0,02 0,074 0,08 0,068 0,080
4 1,2 2,8 0,03 0,14 0,131 0,131 0,131
5 1,6 2,4 0,04 0,173 0,164 0,174 0,174
6 2,0 2,0 0,05 0,211 0,21 0,214 0,212
7 2,4 1,6 0,06 0,223 0,247 0,244 0,238
8 2,8 1,2 0,07 0,242 0,277 0,284 0,268
9 3,2 0,8 0,08 0,308 | 0,311 | 0,299 0,308
10 3,6 0,4 0,09 0,307 0,32 0,32 0,320
11 4,0 0,0 0,1 0,354 | 0,377 | 0,341 0,377
0,5
0,4
[
@ 0,31
(&)
@
5 .
@ 0,2 - i
<
0,1 -
0,0 = T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

Concentragao de proteina ( mg/ml)

A equacdo de gjuste para o calculo do teor de proteina é
Abs =0,01332 + 3,6463 Cp ( mg/ml ), r =0,9955, desvio padrdo = 0,01208, n =11
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APENDICE 2
2.1. QUANTIFICACAO DO BUTANOL E BUTIRATO DE BUTILA
CALIBRACAO

Padrdo Interno ( Pl )

HEXANOL
Amostra sem diluicdo :
Misturar 1 X 1 com Pl Injetar 1 pL
Temperaturas Coluna lonizador V aporizador
70°C 190°C 190° C
Vazéo Nitrogénio Hidrogénio Ar Sintético
30ml /min 27 ml/min. 300 ml/min.

Atenuacdo do Cromatografo: 1 X 1K

Cdlibracéo
Idn N° Nome Tempo Fator Concentragéo
g/l

1 Pl 10,3 1 22,5

2 BUT 3,6 1,53 24,96

2 BB 5,7 1,63 24,50
onde:
Pl = Padréo Interno
BUT = Butanol

BB Butirato de Butila
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APENDICE 2 (continuagio)
2.2. QUANTI FICACAO DO BUTANOL E BUTIRATO DE BUTILA
CROMATOGRAMAS

Amostras em diferentes tempos de reacdo de esterificagcdo (9 e 24 horas)

] 1:8832
2.717
£ ] 4.018
e 5455
8.917
15.632
CHROMATOPAC C-R3A FILE -]
SAMPLE MO e METHOD 43
REPORT HNO 578 SAMPLE WT iBe
IS WT 22.5
FKNO TIME AREA MK IDNO conNC NAaRE
1 1.323 2541382
2 1.587 481253 SV
3 2.717 17e2e1 T
4 4.818 164137 ¥
s 5.455 39312 ¥ 2 22.6876 BUT
5 8.917 3316
z 15.632 42163 1 PI
TOTAL 3288763 22.6876
sTarT
— ?.88
ﬁ e IO
= 3.143
f T
AN -%-2 —
2.21
ToP
CHROMATOPAC C-R3A FILE £
SAMPLE HNO =] METHOD 43
REPORT NO 573 SAMPLE WT 188
18 WT 2e.s
PKMO TIME AREA HK IDNO conNe MAME
1 8.55 679
2 1.88 3584285 SY
3 z.128 19418 T
4 3.143 216528 T
s 4.293 74683 TV 2 4.9267 BUT
[ 7.23 149191
z 12.21 36563 1 PI

TOTAL 39346865 4.9267
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APENDICE 3
3.1. IMOBILIZACAO DA LIPASE PANCREATICA EM QUITOSANA

Lipase Pancredtica: Tipo Il — Sigma
Suportes: Quitosana de Grau Analitico, Quitosana de Grau Farmacéutico

Metodologia de Imobilizacdo (Secbes 3.3.1)

Enzima oferecida para imobilizacdo: 10 ml de uma solugdo aquosa contendo 0,5 gramas de lipase
em po (58,9 mg de proteina e 598,4 U)

Massa de suporte: 2,0 gramas

Meio de dispersdo: hexano

Tempo de contato: 3 h sob agitacéo em temperatura ambiente seguida por periodo adicional de 18
horas em condicdes estéticas a 4°C.

Recuperacao de Proteina ( % )

Experimento Tipo de Sobrenadante | Filtradol | Filtrado2 | Total RP
n° quitosana (mg)* (mg)* (mg)* (mg) (%)
1 analitico 26,12 0,54 0,32 26,98 54,2
2 analitico 27,01 0,41 0,06 27,57 53,26

Valor médio analitico 27,28 53,70
1 farmacéutico 6,16 0,37 0,36 6,90 88,30
2 farmacéutico 25,61 0,07 0,06 25,74 56,29

Valor médio | farmacéutico 16,32 72,30

* Concentragdo (mg/ml) X Volume de cadafiltrado (ml)

RP ( % ): Diferenca entre a proteina oferecida para imobilizagdo e o total de proteina encontrada nos

filtrados dividido pela quantidade de proteina oferecida para imobilizacéo (P, = 58,9 mg de proteina)

Rendimento de Imaobilizacdo ( % )

Experimento Tipo de MS Atividade Uads RI
n° quitosana (9) (Ulg) Y) (%)
1 analitico 2,5 8,9 22,30 3,70
2 analitico 2,43 8,4 20,74 4,97

Valor médio analitico 8,6 21,52 4,33
1 farmacéutico 2,50 25,14 62,85 10,50
2 farmacéutico 2,01 11,10 22,32 3,70

Valor médio farmacéutico 18,12 42,58 7,10

MS: Massa seca da lipase imobilizada

Atividade: Representa 0 nimero de unidades (U) por miligrama de lipase imobilizada (massa seca)
Uads: Refere-se a atividade total obtida (Atividade x M S).

RI ( % ): Rendimento em termos de atividade. Relagdo entre a Uads e atividade oferecida para
imobilizacéo (Uo=598,4 )
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APENDICE 3
3.2. IMOBILIZACAO DA LIPASE MICROBIANA EM QUITOSANA

Lipase Microbiana: Candida rugosa Tipo VII
Suportes: Quitosana de Grau Analitico, Quitosana de Grau Farmacéutico

Metodologia de Imobilizacdo (Secbes 3.3.1)

Enzima oferecida para imobilizacdo: 10 ml de uma solugdo aquosa contendo 0,5 gramas de lipase
em p6 (16,2 mg de proteinae 718,25 U)

Massa de suporte: 2,0 gramas

Meio de dispersdo: hexano

Tempo de contato: 3 h sob agitacéo em temperatura ambiente seguida por periodo adicional de 18
horas em condicdes estéticas a 4°C.

Recuperacao de Proteina (%)

Experimento Tipo de Sobrenadante | Filtrado 1| Filtrado2| Total RP
n° quitosana (mg)* (mg)* (mg)* (mg) (%)
1 analitico 3,83 0,55 0,23 4,61 71,54
2 analitico 3,90 0,22 0 4,12 74,60

Valor médio analitico 73,10
1 farmacéutico 2,90 0,38 0,34 3,62 77,65
2 farmacéutico 2,3 0,72 0,35 3,38 79,10

Valor médio | farmacéutico 78,40

* Concentragdo (mg/ml) X Volume de cadafiltrado (ml)

RP (%): Diferenca entre a proteina oferecida para imobilizacdo e o total de proteina encontrada nos

filtrados dividido pela quantidade de proteina oferecida para imobilizacéo.

Rendimento de I mobilizacdo (%)

Experimento Tipo de MS Atividade Uads RI
n° guitosana (9) (U/mg) (V) (%)
1 analitico 2,50 24,86 62,15 8,65
2 analitico 1,93 20,90 40,34 5,62

Valor médio analitico 22,88 51,24 7,13
1 farmacéutico 2,50 47,15 117,90 16,41
2 farmacéutico 2,43 38,19 92,82 12,92

Valor médio farmacéutico 42,67 105,40 14,70

MS: Massa seca da lipase imobilizada
Atividade: Representa o nimero de unidades (U) por grama de lipase imobilizada (massa seca)
Uads: Refere-se a atividade total obtida (Atividade x MS)

RI (%): Rendimento em termos de atividade. Relacdo entre a Uads e atividade oferecida para

imobilizag&o.
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APENDICE 4
4.1. INFLUENCIA DO TIPO DE QUITOSANA NA IMOBILIZACAO DA LIPASE

Verificagcdo da eficiéncia da lipase pancredtica imobilizada em quitosana de grau andlitico e
farmacéutico por meio de sua utilizagdo em bateladas simples.

Substrato:
Butanol (ButOH): 20,4 g/l
Acido Buitirico (Abut): 22,94 g/l

Derivados imobilizados testados:
Lipase pancreéticaimobilizada em quitosana Sigma: 8,90 U/mg suporte seco
Lipase pancredticaimobilizada em quitosana de grau farmacéutico: 25,14 U/mg suporte seco

ReacOes:

A: 20 ml de substrato + 0,50 gramas (massa seca) de lipase pancreatica imobilizada em quitosana de
grau anadlitico

B: 20ml de substrato + 0,50 gramas (massa seca) de lipase pancredtica imobilizada em quitosana de grau
farmacéutico

As reagdes foram incubadas numa temperatura de 37°C, com agitacéo.

Reacdo A (lipase pancredéticaimobilizada em quitosana de grau analitico)

Tempo ButOH | ButOH | ABut | ABut |Butirato | Butirato | Conversdo | Conversiao

(horas)| (dll) (mM)| (dl) | (mM) | Butila Butila ButOH ABut
(o) | (mM) (%) (%)

0 21,85 295 23,51 266 0 0 - -

16 20,06 278 22,17 252 0,86 6 8,20 5,60

24 20,00 270 21,30 242 2,60 18 8,46 9,40

32 19,70 267 20,50 233 4,46 31 9,84 12,80

40 19,24 260 20,00 228 6,05 42 11,94 14,92

48 18,05 244 17,95 204 6,93 48 17,40 23,64

Reacdo B (lipase pancredtica imobilizada em quitosana de grau farmacéutico)

Tempo ButOH | ButOH | ABut | ABut | Butirato | Butirato | Conversdo | Conversiao

(horas) | (g/l) (mM)| (g/) | (mM) | Butila Butila ButOH ABut
(o) | (mM) (%) (%)

0 21,00 284 22,44 255 0 0 - -

16 20,03 274 21,90 249 0,86 6 4,6 2,41

24 19,90 269 | 21,56 | 245 1,58 11 5,23 3,92

32 19,53 264 21,03 239 4,18 29 7,00 6,28

40 18,72 253 19,98 227 6,33 44 10,85 10,96

48 17,25 233 18,04 205 6,62 46 17,86 19,60
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APENDICE 4
4.2. INFLUENCIA DO TIPO DE QUITOSANA NA IMOBILIZACAO DA LIPASE

Verificacdo da eficiéncia da lipase microbiana imobilizada em quitosana de grau andlitico e
farmacéutico por meio de sua utilizagdo em bateladas simples.

Substrato:
Butanol (ButOH): 0,27 M
Acido Butirico (Abut): 0,26 M

Derivados imobilizados testados:
Lipase microbiana imobilizada em quitosana de grau andlitico: 24,9 U/mg de suporte seco
Lipase microbiana imobilizada em quitosana de grau farmacéutico: 47,15 U/mg de suporte seco

ReacOes:

A: 20 ml de substrato + 0,50 gramas (massa seca) de lipase microbiana imobilizada quitosana de
grau andlitico

B: 20ml de substrato + 0,50 gramas (massa seca) de lipase microbiana imobilizada quitosana de
grau farmacéutica

As reagdes foram incubadas numa temperatura de 37°C, com agitacéo.

Reacdo A (lipase microbiana imobilizada em quitosana de grau analitico)

Tempo Teor | ButOH |ButOH | ABut | ABut | Butirato | Butirato | Conversio | Conversio

(horas) dgua | (g/l) [(mM)|(gl)|(mM)| Butila Butila ButOH ABut
(ppm) (g1) | (mM) (%) (%)

0 2052 | 20,10 | 271 |21,64| 246 0 0 - -

8 3453 | 18,20 | 246 |19,36| 220 1,44 10 9,45 10,54

24 4770 | 17,98 | 243 | 176 | 200 4,46 31 10,54 18,70

30 1110 | 17,46 | 236 |[16,72| 190 5,18 36 13,13 22,73

48 1933 | 17,02 230 |16,63| 189 5,76 40 15,32 23,15

Reag&o B (lipase microbiana imobilizada em quitosana de grau farmacéutico)

Tempo Teor | ButOH | ButOH | ABut | ABut |Butirato | Butirato | Conversao | Conversio

(horas) dgua | (o) [(mM)]|(gl)|(mM)| Butila | Butila ButOH ABut

(ppm) (o) | (mM) | (%) (%)
0 2451 | 1854 | 250 [21,37| 240 0 0 - -
8 3766 | 17,00 | 230 [1603]| 180 | 7,20 50 8,00 25,00
24 2807 | 12,76 | 170 [1151| 130 | 1440 | 100 32,00 45,83
30 994 | 11,78 | 160 | 962 | 110 | 1584 | 110 36,00 54,17

48 780 9,82 130 | 8,16 | 100 17,28 120 47,03 61,81
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APENDICE 5
RENDIMENTOS DE IMOBILIZACAO

Comparacdo dos Rendimentos de Imobilizacdo de Lipase Microbiana em Quitosana: Adsorcéo e
Ligagcdo Covalente

Lipase: Candida rugosa Tipo VII — Sigma
Suporte: Quitosana de Grau Farmacéutico

Experimento 1: Adsorcéo
Experimento 2: Ligacdo Covaente

Metodologia de Imobilizacdo (Segbes 3.3.1 e 3.3.2)

Enzima oferecida para imobilizagdo: 10 ml de uma solucdo contendo 0,5 gramas (16,2 mg de
proteina, 718,3 U)

Meio de dispersdo: hexano

Massa de suporte: 3,0 gramas (seco)

Tempo de contato: 3 h sob agitacéo em temperatura ambiente seguida por periodo adicional de 18
horas em condicdes estéticas a 4°C.

Recuperacao de Proteina (%)

Exp. Sobrenadante Filtrado 1 Filtrado 2 Total RP

n° (mg)* (mg)* (mg)* (mg) (%)
1 412 0 0 412 74,55
2 3,83 0 0 3,83 76,40

* Concentragdo (mg/ml) X Volume de cadafiltrado (ml)
RP (%): Diferenca entre a proteina oferecida para imobilizacdo e o total de proteina encontrada nos
filtrados dividido pela quantidade de proteina oferecida para imobilizagéo (P, = 16,2 mg de proteina)

Rendimento de I mobilizacdo (%)

Exp. MS Atividade Uads RI
n° (9) (U/mg) (U) (%)
1 2,26 49,56 112,0 15,60
2 2,05 16,26 33,32 4,63

MS: Massa seca da lipase imobilizada

Atividade: Representa o nimero de unidades (U) por miligrama de lipase imobilizada (massa seca)
Uads: Refere-se a atividade total obtida (Atividade x MS)

RI (%): Rendimento em termos de atividade. Relacdo entre a Uads e atividade oferecida para
imobilizagéo (Up= 718,3 U).
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APENDICE 6
SATURACAO DO SUPORTE

Lipase: Candida rugosa Tipo VII — Sigma
Suporte: Quitosana de Grau Farmacéutico

Metodologia de Imobilizacdo (Segbes 3.3.1)

Enzima oferecida para imobilizacdo: 10 ml de uma solugdo aquosa contendo entre 0,1 a 1,0 grama
de lipase em po (3,24-32,4 mg de proteina e 143,5 a 1436,5 U)

Massa de suporte: 3,0 gramas

Meio de dispersdo: hexano

Tempo de contato: 3 h sob agitacéio em temperatura ambiente seguida por periodo adicional de 18
horas em condicdes estéticas a 4°C.

Recuperacao de Proteina (%)

Enzima/Suporte | Proteina/Suporte| U, | Sobrenadante | Filtrado 1 | Filtrado2 | Total | RP
(99) (mg/g) (mg)* (mg)* | (mg)* |(mg)| (%)
0,03 1,08 3,24 0,31 0,03 0 0,34 | 89,50
0,08 2,7 8,10 1,77 0 0 1,77 | 78,15
0,17 54 16,20 412 0 0 4,12 | 74,55
0,25 8,1 24,30 6,43 0 0 6,43 | 73,54
0,33 10,8 32,40 9,07 0 0 9,07 | 71,65

* Concentragdo (mg/ml) X Volume de cadafiltrado (ml)
RP (%): Diferenca entre a proteina oferecida para imobilizacdo e o total de proteina encontrada nos
filtrados dividido pela quantidade de proteina oferecida para imobilizacéo.

Rendimento de I mobilizacdo (%)

Enzima/Suporte | Atividade oferecida Ug MS Atividade Uads RI
(9/9) (U/g de suporte) (9) (Umg) Y) (%)
0,03 48 143,7 2,52 12,71 18,4 12,80
0,08 120 359,1 1,94 31,88 61,9 17,22
0,17 240 718,2 2,26 49,56 112,0 15,60
0,25 360 1077,4 2,98 52,75 157,1 14,58
0,33 480 1436,5 3,16 52,17 264,9 11,48

MS: Massa seca da lipase imobilizada
Atividade: Representa 0 nimero de unidades (U) por miligrama de lipase imobilizada (massa seca)
Uads: Refere-se a atividade total obtida (Atividade x MS)
RI: Rendimento em termos de atividade. Relacdo entre a Uads e atividade oferecida para

imobilizag&o.
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APENDICE 7
ATIVIDADE HIDROLITICA

Influénciado Tempo de Incubagdo na Atividade Hidrolitica da Lipase Livre e Imobilizada

A atividade enzimética da lipase na forma livre e imobilizada foi determinada pelo método de
hidrélise, conforme metodologia modificada (Segdo 3.4.2) por SOARES et al. (1999).

LipaseLivre
Atividade ( U/mg de suporte)
Tempo Experimento Experimento Valor médio
(min) A B
5 4757,0 4759,2 4758
10 2929,6 29274 2928
15 2317,0 2319,2 2318
20 1905,0 1902,5 1903
25 1978,6 1974,0 1976
30 1469,0 1460,5 1464
35 - 1250,0 1250
40 1100,0 1096,2 1098

Lipase Imobilizada

Atividade ( U/mg de suporte)
Tempo Experimento Experimento Valor médio
(min) A B
5 198,3 187,4 1928
10 105,5 137,3 121,4
15 95,6 94,4 95,0
20 88,9 83,9 86,4
25 76,3 80,2 78,2
30 81,8 80,6 81,2
35 51,9 55,6 53,7
40 48,5 - 48,5




APENDICE 8
ESTABILIDADE TERMICA DA LIPASE

Estabilidade térmica da lipase livre em meio aquoso (Tampao fosfato 0,1M, pH 7,0)
Atividade determinada a 37°C, tempo 5 minutos.
Atividade inicial = 3400 U/mg s6lido de enzima livre.

Tempo de incubagdo: 1 hora

Temperatura Atividade Atividade Atividade Atividade
(°C) (U/mg) (U/mg) valor médio relativa
(U/mg) (%)
37 3400 3400 3400 100
40 5100 5100 5100 100
45 2312 1730 2021 59,5
50 1312 1246 1279 37,5
55 656 590,4 623 18,3
60 393,6 195,8 294 8,7
Tempo de incubagdo: 2 horas
Temperatura Atividade Atividade Atividade Atividade
(°C) (U/mg) (U/mg) valor médio relativa
(U/mg) (%)
37 3400 3400 3400 100
40 3114 4080 3597 100
45 1706 1837 1770 52,1
50 853 1312 1082 31,8
55 459 - 459 13,5
60 197 - 197 5,8

Estabilidade térmica da lipase imobilizada em meio aquoso (Tampéo fosfato 0,1M, pH 7,0)

Atividade determinada a 37°C, tempo 5 minutos.
Atividade inicial = 51,39 U/mg suporte seco.

Temperatura Atividade Atividade Atividade Atividade
(°C) (U/mg) relativa (U/mg) relativa

1h (%) 2h (%)
37 51,4 100 51,4 100
40 69,9 100 38,3 74,5
45 32,8 63,8 36,1 70,2
50 27,3 53,2 20,8 40,4
55 22,9 44,7 19,7 38,3
60 22,9 44,7 18,6 36,2
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APENDICE 9

INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO

Variacdo da Concentracdo do Substrato na Atividade Hidrolitica da Lipase Livre e Imobilizada

Substrato: Emulsdo de azeite de oliva em goma arébica 7% (p/v), pH 7,0 (tampao fosfato 0,1M)
Tempo de incubacdo: 5 minutos

Temperatura 37°C

Lipase Livre: Solugdo 5 mg de solido de enzima /ml

Concentracao do Concentracao do Velocidadeincial
acido graxo azeite deoliva (v/v) ( mmol /mg solido.min’)
(mM) (%)
286 10 1574,4
572 20 2427,4
853 30 2558,4
1144 40 2624,0
1430 50 3192,8
1716 60 3083,2
2002 70 3208,0

Lipase imohilizada: 0,3 gramas (massa seca)

Concentracdo do

Concentracéo do

Velocidade inicial

4cido graxo azeitedeoliva (v/v) | ( nmol/mg suporte seco.min )
(mM) (%)
286 10 33,9
572 20 39,4
853 30 40,6
1144 40 41,6
1430 50 51,4
1716 60 49,2
2002 70 45,9
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APENDICE 10
DETERMINACAO DA CONSTANTE DE AFINIDADE DA ENZIMA PELO SUBSTRATO
(Km) e ATIVIDADE MAXIMA (Vma)

7x10* .
— o
=
G 6x107- 7
£
(O]
© .
S 4
T 5x10”- .
S
E =
=
> Ty
= 4x10%- .
o @
3104 - ___.OO--O i
1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
0,5 1,0 15 2,0 25 30 35
1/S mM

Equacéo gjustada para o calculo dos parametros cinéticos dalipase livre (Km € V max):
Y =0,00026 + 0,00011 * X, r*= 0,98434

2 _
3,0x10 e
2
= 27x10° 1 .
8
= o
[ ®
S 24x10° - ° -
8
S
o _
[ )
> 21x10%4 . J
i ' °
°
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1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
05 1,0 15 2,0 25 30 35
1/SmM

Equacéo gjustada para o calculo dos parametros cinéticos (Kme V) da lipase imobilizada:
Y =0,01961 + 0,00176 * X, r*= 0,90196.
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APENDICE 11
SINTESE DE BUTIRATO DE BUTILA

Resultados obtidos na sintese de butirato de butila catalisada por lipase imobilizada em quitosana de
grau farmacéutico

Condicbes experimentais

Volume de substrato: 20 ml

Concentracéo de butanol 0,3M

Tempo de duragéo da reaco: 20 horas

Derivado imobilizado: 23,5 U/mg suporte seco
Variavel resposta: Formac&o do butirato de butila

Matriz do plangjamento fatorial 2° empregado na sintese do butirato de butila

Variaveis Butanol Acido Butirico Butirato de Butila Agua

Ensaio T E [aout | (o) [(mm)] @ [ (an | (mm) [ (%) | (o) [ (mm) (%)
()| (9) | (mM)

1 37 0,25 300 19,18 260 - 26,93 310 - 0,67 5 1,69

37 0,25 300 16,15 220 15,38 | 20,94 240 22,58 10,47 70 3,23

2 50 0,25 300 18,26 250 - 27,91 320 - 0,77 5 1,71

50 0,25 300 15,89 210 16,00 | 29,38 280 12,50 9,01 60 1,07

3 37 0,50 300 19,38 260 - 24,11 270 - 0,75 5 1,67

37 0,50 300 12,95 170 34,61 | 12,94 150 44,44 22,12 150 2,64

4 50 0,50 300 20,22 270 - 27,91 320 - 0,78 5,41 1,95

50 0,50 300 17,26 230 14,81 | 17,86 200 37,50 19,99 140 2,61

5 37 0,25 600 21,10 280 - 53,68 610 - 1,25 8 2,47

37 0,25 600 14,68 100 64,28 | 44,88 510 16,39 14,68 100 2,74

6 50 0,25 600 23,15 310 - 58,30 669 - 1,56 10 2,97

50 0,25 600 18,84 250 19,35 | 56,10 640 3,03 11,27 80 2,57

7 37 0,50 600 21,06 180 - 53,68 610 - 1,29 9 2,61

37 0,50 600 13,60 310 | 35,71 | 43,91 500 18,03 27,28 190 2,83

8 50 0,50 600 22,77 310 - 58,30 660 - 1,61 10 3,43

50 0,50 600 16,24 220 29,03 | 44,77 510 22,73 21,21 150 3,46

9 43,5 | 0,375 450 20,19 270 - 41,62 470 - 1,10 8 3,10

435 | 0,375 | 450 15,00 200 25,92 | 31,63 360 23,40 18,21 130 3,67

10 435 | 0,375 | 450 20,27 270 - 41,62 470 - 1,10 8 3,89

435 | 0,375 | 450 15,57 210 22,22 | 31,73 360 23,40 19,77 140 3,50

11 43,5 | 0,375 450 20,47 280 - 42,11 480 - 1,11 8 3,63

43,5 | 0,375 450 15,87 210 25,00 | 32,38 370 22,92 20,81 140 3,24

E = massa da enzima; Abut = &cido butirico
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APENDICE 12
COMPARACAO DO DESEMPENHO DA LIPASE LIVRE, LIPASE IMOBILIZADA
EM QUITOSANA E LIPOZYME NA ESTERIFICACAO DO BUTANOL
COM ACIDO BUTIRICO

Substrato

Butanol (ButOH): 21, 7 g/l

Acido Butirico (Abut): 47,0 g/l

Reac0es.

A: 20 ml de substrato + 0,30 gramas de lipase livre

B: 20 ml de substrato + 0,30 gramas de lipase microbiana imobilizada em quitosana
C: 20 ml de substrato + 0,30 gramas de Lipozyme

As reagdes foram incubadas numa temperatura de 37°C, com agitagéo.

Reacdo A: Lipase livre (Atividade = 3400 U/mg sdlido)

Tempo |ButOH | ButOH | ButOH | Abut Abut Abut But But Teor de

(horas) | (g/l) | (mMM) | (%) (gl) [(mM) | (%) Butila Butila agua
(gl) (mM) (%)

0 21,20 | 290 - 47,71 540 - 2,62 18 2,33

2 15,30 | 210 | 27,83 | 41,88 480 | 12,20 17,63 122 3,97

4 4,80 60 77,35 | 23,71 270 | 50,30 | 33,55 232 2,66

6 0,80 10 96,22 | 16,81 190 | 64,76 | 39,25 272 1,19

24 0,55 I 97,40 | 17,94 200 | 62,40 | 40,30 279 1,24

Reacdo B: Lipase microbianaimobilizada em quitosana (Atividade = 23,5 U/mg suporte seco)

Tempo |ButOH | ButOH | ButOH | Abut | Abut | Abut | ButButila | But Butila| Teor de
(horas) | (g/l) | (mM) | (%) | (gl) | (mM)| (%) (gl) (mM) agua
(%)
0 21,71 | 290 - 47,20 | 540 - 2,61 18 1,89
2 26,27 | 350 - 41,20 | 470 | 12,70 8,20 57 2,33
4 20,58 | 280 520 |4091| 470 | 13,32 8,17 56 3,66
6 1705 | 230 | 21,46 | 39,76 | 450 | 15,76 8,47 59 2,64
24 1256 | 170 | 42,15 129,84 | 340 | 36,78 24,89 142 1,69
48 5,18 70 76,14 | 20,91 | 240 | 55,70 30,38 211 1,39

Reacdo C: Lipozyme (Atividade = 28 U/mg suporte seco)

Tempo |ButOH | ButOH | ButOH | Abut | Abut Abut But Butila But Teor de

(horas) | (@) |(mM) | (%) [ (gl) ]| (mM) (%) (gl) Butila agua
(mM) (%)

0 21,72 | 290 - 47,71 | 540 - 2,66 18 3,40

2 1292 | 170 | 40,50 | 34,82 | 400 27,02 26,94 187 3,31

4 6,66 90 69,34 | 2458 | 280 48,48 33,40 232 2,11

6 1,56 20 92,83 | 16,07 | 180 66,32 38,44 267 1,38

24 1,11 10 94,90 | 15,07 170 68,41 40,32 280 1,45




