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Resumo da Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo em
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ROBISON PAULO SCHERER
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Sibele Berenice Castelld Pergher

Apesar do potencial de aplicacdo das lipases como biocatalisadores em reacdes de
interesse, 0 alto custo para aplicagdo em processos industriais esta principalmente
relacionado a baixa estabilidade destes catalisadores em condicbes adversas. A
imobilizacdo de biocatalisadores em suportes inertes pode assegurar seu uso em
diversas bateladas, resultando em economia para processos industriais. No entanto,
a imobilizacéo de lipases é ainda um desafio complexo, uma vez que a eficiéncia do
processo depende da estrutura da enzima, do método de imobilizacdo e do tipo de
suporte. Tendo em vista estes aspectos, o0 objetivo principal deste trabalho foi
realizar a selecdo de um suporte aceitavel para imobilizacdo de lipase de pancreas
de porco. Os suportes pré-selecionados em termos de rendimento de imobilizacéo,
percentual de retencdo e atividade enzimatica foram utilizados na etapa de
otimizacdo das condi¢cGes de imobilizac&o. Vinte e cinco suportes inorganicos foram
inicialmente testados e os que conduziram a melhores resultados em termos de
rendimento de imobilizacdo e atividade de esterificacdo da enzima imobilizada,
foram submetidos a processo de otimizacdo, avaliando o efeito do tempo de
imobilizacdo e da relacdo massica enzima:suporte na resposta da imobilizacdo da
lipase. Maiores rendimentos de imobilizacéo (38,23%) foram obtidos quando a argila
Poco A pilarizada foi utilizada como suporte, em 120 minutos de imobilizacdo e
relacdo enzima:suporte de 2:0,5. As maiores atividades de esterificacdo (250,56U/q)
foram alcancadas utilizando a argila Po¢co A como suporte, apés 180 minutos de
imobilizacdo e relacdo enzima:suporte de 2:1. A caracterizacdo dos suportes,
enzima livre e imobilizada nos suportes através de Difracdo em Raio-X, Microscopia
Eletrénica de Varredura, Area Superficial e Diametro de Poro permitiram visualizar
as diferencgas no processo devido a imobilizacdo da enzima nos diferentes suportes.
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Besides the potential of lipases as biocatalysts of reactions of interest, the high cost
for application in industrial processes is related to their reduced stability under
adverse conditions. The immobilization of biocatalysts in inert supports can ensure
the use for several batches, resulting in economy for industrial processes. The higher
contribution for the good performance of immobilized catalyst is furnished by the
strategy of immobilization employed and by the support. However, the immobilization
of lipases is still a complex challenge, since the efficiency of the process depends on
the structure of the enzyme, the method of immobilization and the type of support.
Taking into account these aspects, the main objective of this work was the screening
of a suitable support for immobilization of commercial porcine pancreatic lipase. The
pre-selected supports in terms of yield of immobilization and enzymatic activity were
used in the step of optimization of immobilization process. Twenty-five inorganic
supports were initially tested and those that led to better results were submitted to
the optimization of immobilization process, evaluating the effect of immobilization
time and enzyme to support mass ratio on the lipase immobilization response. Higher
immobilization yields (38.23%) were obtained for clay montmorillonite pillared, after
120 minutes of immobilization and enzyme to support mass ratio of 2:0.5. The
highest esterification activities (250.56U/g) were achieved using the clay
montmorillonite as support, after 180 minutes of immobilization and enzyme to
support mass ratio of 2:1. The characterization of the supports, free enzyme and
immobilized enzyme on different supports by X-Ray Diffraction, Superficial Area,
Pore Diameter and Scanning Electron Microscopy permitted well visualize the
differences on the immobilization process using the different supports.
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1.Introducéo

1. INTRODUCAO

As enzimas sao um tipo especial de proteinas produzidas dentro das células
dos organismos vivos que apresentam atividade catalitica. A aplicacao industrial de
enzimas tem sido impulsionada com o aumento da preocupagédo com as questdes
ambientais, com a qualidade do produto e com a reducdo dos gastos em setores
industriais. Atualmente a tecnologia enziméatica é uma alternativa para substituir
processos quimicos por processos biocatalisados, uma vez que estes Ultimos
possuem menor impacto ambiental e sdo mais limpos.

A biocatalise e a tecnologia enziméatica sdo ferramentas promissoras para
sintese de compostos de alto valor agregado. As lipases destacam-se entre as
principais enzimas utilizadas em biocatélise, pois apresentam capacidade de
catalisar reacfes tanto em meio aquoso como em meio organico, onde o teor de
agua é limitado. Além disso, o elevado potencial de aplicacdo das lipases é
justificado pela sua capacidade de utilizacdo de uma ampla gama de substratos, sua
estabilidade frente a temperatura, pH e solventes organicos e sua quimio-regio e
enantiosseletividade (Hasan et al., 2006, Krieger et al., 2004).

Lipases (EC 3.1.1.3) sédo enzimas cuja funcéo principal é catalisar a hidrolise
de triacilglicerois de cadeia longa de interface agua-lipidios. Na area de quimica
organica, as lipases sdo bem conhecidas e atraentes entre os biocatalisadores mais
amplamente utilizados, pois podem catalisar varias rea¢cdes em meios ndo aquosos,
tais como esterificacéo e transesterificacdo (Haki e Rakshit, 2003; Reetz, 2002; Silva
et al., 2001). A capacidade para executar a reacdo de sintese de acidos graxos e
alcoois tornou estes catalisadores amplamente utilizados para produzir tais
compostos (Abbas e Comeau, 2003; Treichel et al., 2010; Sun e Xu, 2008). H& um
interesse crescente no desenvolvimento de aplicacbes de lipases em
transformacdes oleoquimicas visando a obtencdo de ésteres de acidos graxos de
cadeia longa, como os ésteres de acidos graxos monoalquil. A utilizacao de lipases
como catalisadores para a producdo de biodiesel, definido como uma mistura de
ésteres de polietilenoglicol € uma tecnologia limpa devido a sua atoxicidade que
exige condi¢des de funcionamento suaves comparado com o método quimico (Dutra
et al., 2008).
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As enzimas lipoliticas s&o produzidas por animais, plantas e micro-
organismos (Treichel et al., 2010; Dutra et al., 2008). Estes biocatalisadores séo
encontrados em plantas, exemplo da espécie Vernonia galamensis (Ncube e Read,
1995), no pancreas suino, além de serem produzidas por muitos micro-organismos,
tais como, Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, Rhizopus oryzae, Aspergillus
niger, etc. A lipase pancreatica pertence ao grupo das éster-hidrolases que atuam
preferencialmente em triglicerideos insolUveis em agua nas emulsdes em micelas e
em filmes monomoleculares. Além disso, a lipase proveniente de pancreas suino
apresenta a caracteristica de ser ativa em interfaces, conferindo a mesma a
possibilidade de utilizacdo em inimeros processos industriais.

Apesar do potencial de aplicacdo das lipases como biocatalisadores em
reacdes de interesse, o alto custo para aplicacdo em processos industriais esta
principalmente relacionado a baixa estabilidade destes catalisadores em condi¢des
adversas. A estabilizagdo das enzimas consiste em um processo desejavel do ponto
de vista econdmico. Enzimas na forma sollivel podem perder sua capacidade
catalitica em uma batelada, tornando dificil seu reuso. Além disso, a presenca de
enzima residual no meio reacional pode se constituir em contaminacéo indesejavel
(Villeneuve et al., 2000; Sebréo et al., 2007; Dumitriu et al., 2003). A imobilizacdo de
biocatalisadores em suportes inertes (sem dano a atividade enzimatica) pode
assegurar seu uso em diversas bateladas, resultando em economia para processos
industriais (Dalla-Vecchia et al., 2004). As principais vantagens das enzimas
imobilizadas sdo relacionadas as suas maiores estabilidades e facilidade de
separacao do meio reacional (Bon et al., 2008).

A maior contribuicdo para o bom desempenho de enzimas imobilizadas esta
relacionada a estratégia de imobilizacdo empregada (Cérdias et al., 1999) e pelo
suporte. O screening do suporte mais apropriado pode contribuir para 0 aumento do
tempo de meia-vida da enzima e também para o desempenho global do processo
(Gomes et al., 2006). A imobilizacdo de lipases € ainda um desafio complexo, uma
vez que a eficiéncia do processo depende da estrutura da enzima, do método de
imobilizacao e do tipo de suporte (Oliveira et al., 2000).

Véarios estudos mostram que VAarios suportes organicos, inorganicos e

materiais naturais, com diferentes caracteristicas, tém sido utilizados para a
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imobilizacdo de lipases (Dalla Vecchia et al., 2004; Dumitriu et al., 2003; Villeneuve
et.al., 2000). Uma série de trabalhos aponta o uso de suportes inorganicos porosos
de alto custo devido as suas caracteristicas de resisténcia mecanica e area
superficial (Hernandez-Justiz et al., 1998; Gomes et al., 2006). O emprego de
suportes de baixo custo que apresentam superficie interna ativada e hidrofébica
pode ser reconhecido como potencial para uso em imobilizacdo de lipases em nivel
molecular como interfaces solidas. O uso de suportes hidrofébicos € preferivel para
imobilizacdo de lipases uma vez que eles apresentam baixa tendéncia de competir
com a agua disponivel no meio reacional, necessaria para manutencdo da atividade
enzimatica (Villeneuve et al., 2000).

Levando em consideracéo estes aspectos, a imobilizacéo de lipases pode ser
realizada tanto por adsorcéo fisica como por ligagdo quimica, utilizando polimeros
naturais ou sintéticos como suportes (Takabashi et al., 2000; Fuentes et al., 2001;
Yiu et al., 2001; Corma et al., 2001) ou materiais inorganicos como terra diatomacea
(Celite), vidros com diametro de poro controlado, silica, zedlitas, filosilicatos, 6xidos
meso-estruturados, ceramicas, matrizes inorganicas baseadas em processos de sol-
gel ou microemulsdes (Dumitriu et al., 2003).

Tendo em vista 0s aspectos mencionados anteriormente, o objetivo principal
deste trabalho foi realizar a selecdo de um suporte aceitavel para imobilizacdo de
lipase de péancreas de porco. Os suportes pré-selecionados em termos de
rendimento de imobilizacdo, percentual de retencdo e atividade enzimatica foram
utilizados na etapa de otimizacdo das condicbes de imobilizacdo, visando a
obtencao de dados satisfatorios em termos de processo de imobilizacdo através do

emprego de suportes de baixo custo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma breve revisdo da literatura referente a
definicdo, aplicacdes industriais, historico, técnicas e importancia de imobilizacéo,
além de tipos de suportes empregados em estudos de imobilizacdo de lipases tendo
com isso por objetivo fundamentar a pesquisa em imobilizacdo de uma lipase

comercial empregando diferentes suportes inorganicos.

2.1 Enzimas

Ha vérias décadas a pesquisa em enzimas vem sendo destacada em estudos
bioquimicos. Foi James Sumner's um dos primeiros pioneiros nesta pesquisa em
1926 a isolar e cristalizar a primeira enzima catalisando reac¢des de hidrolise.

As enzimas podem ser encontradas em células animais ou de plantas, bem
como em micro-organismos. Todas as enzimas sao proteinas tendo como papel
funcional catalisar reagcbes em micro-organismos bem como aumentar a velocidade
de uma reacdo quimica por um fator de 10 vezes mais do que uma reacdo nao
catalisada (Voet et al., 2000).

As enzimas apresentam varias propriedades que as tornam atrativas como
catalisadores em diversas reacbes de biotransformacdes, sendo consideradas
versateis biocatalisadores, existindo um processo enzimatico equivalente para cada
tipo de reacao organica. Além disso, os biocatalisadores destacam-se por acelerar a
velocidade de uma reacdo, apresentar compatibilidade com substratos sintéticos,
utilizacdo em condi¢des brandas, podendo em alguns casos catalisar reacdes nos
dois sentidos, além de apresentar seletividade quanto ao tipo de reacdo que
catalisam (Faber, 2000).

Entretanto, quando a permeabilidade da membrana celular € insuficiente para
a passagem do substrato ou quando ocorrem reacdes laterais indesejaveis, é
necessario conduzir a biotransformag¢do com enzimas isoladas ou purificadas.

No ano de 2002 mais de 3.000 diferentes enzimas haviam sido identificadas e

muitas isoladas em sua forma pura, porém estudos apontam que cerca de 4000
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enzimas sao conhecidas, e destas, cerca de apenas 200 sdo utlizadas
comercialmente (Sharma et al., 2001; Dalla Vecchia et al., 2004).

Desta forma, a pesquisa em catalisadores bioldgicos tornou possivel o uso de
enzimas com maiores aplicabilidades e adaptadas as diferentes condi¢cbes de
processo, permitindo seu uso expansivo em diversos setores industriais, entre eles:
industria farmacéutica, produtos agroquimicos, oleoquimica, industria de alimentos,
detergentes, entre outras. O resultado € a possibilidade de uma industria altamente
diversificada na aplicacdo destes biocatalisadores, que ainda encontra-se em
expansao, tanto em tamanho quanto em complexidade (Kirk et al., 2002).

Os beneficios oferecidos pelas enzimas comparados aos catalisadores
guimicos sao a especificidade por substratos (controle dos produtos produzidos e
minimizacdo de reacdes laterais indesejadas), trabalhar em condi¢cdes amenas (a
planta industrial pode ser operada com menor capital e custos energéticos) e a
menor producgédo de residuos (menor custo no tratamento de residuos e contribuicdo
desprezivel da enzima para a DBO) (Hasan et al., 2006).

O uso de enzimas como catalisadores em reacfes sintéticas em meio
organicos ndo é muito recente; as primeiras utilizacdes datam do inicio do século
XX. Entretanto, até o inicio dos anos 80 havia a concepcdo de que as enzimas
apresentavam poucas utilidades em sintese organica, devido principalmente a idéia
de que somente 0 meio aquoso era propicio para manter a conformacédo estrutural
de uma enzima cataliticamente ativa. Entretanto, apds inUmeras pesquisas na area,
sabe-se que muitas enzimas sdo cataliticamente ativas em ambientes hidrofébicos
naturais com eficiéncia similar ou até superior aquela encontrada em solucdes
aquosas (Jesus et al., 1997; Zaks et al., 1988).

As enzimas hidroliticas tais como lipases, celulases e proteases sao as mais
comumente usadas na quimica organica. As razdes para que estas tenham grande
interesse atrativo a industria deve-se a sua ampla disponibilidade, baixo custo,
condicbes suaves de sintese, facilidade na utilizacdo bem como a ampla
especificidade para determinados substratos e a ndo necessidade de cofatores
(Dalla-Vecchia et al., 2004).

Entre alguns processos bioguimicos de grande interesse industrial estdo as

reacdes catalisadas por lipases, as quais representam aproximadamente 35% das
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enzimas utilizadas em biotransformagfes na industria (Oliveira et al., 2000; Paques
et al., 2006).

2.1 Lipases

As lipases, juntamente com esterases e proteases, sdo consideradas
catalisadores biologicos de grande versatilidade e eficiéncia destacando-se nos mais
diversos meios reacionais devido a extensa gama de reacOes (hidrdlise,
esterificacdo, interesterificacdo, alcoolise, aciddlise, amindlise e lactonizacdo)
(Figura 1), que podem ser catalisadas por estas enzimas em sistemas organicos
(Yin et al., 2006; Kim et al., 2006; Paques et al., 2006; Jaeger et al., 1998).

Conhecidas como triacilglicerol hidrolases (EC 3.1.1.3), as lipases tém a
capacidade de catalisar tanto reacbes de hidrdlise de acidos graxos,
monoacilgliceréis, diacilglicerois e glicerol (Villeneuve et al., 2000), quanto atuar na
sintese de ésteres a partir de glicerol e acidos graxos de cadeias longas. O
deslocamento do equilibrio na reacdo no sentido direto (hidrélise) ou inverso
(sintese) é controlado pela quantidade de agua presente na mistura do meio
reacional. Estas reacdes se processam com alta regio e/ou enantio-seletividade,
classificando as lipases como um grupo importante de catalisadores biolégicos
(Oliveira et al., 2000).

As lipases normalmente sdo encontradas em tecidos de animais (pancreas,
figado e mucosa gastrica) e vegetais (sementes, polpas e raizes), podendo também
ser produzidas por micro-organismos (bactérias, fungos e leveduras). Além disso, as
lipases apresentam um papel muito importante no metabolismo de lipidios destes
seres vivos atuando como enzimas digestivas, na deposicdo e mobilizacdo dos
tecidos de reservas energéticas e no metabolismo intracelular, atuando sobre as
membranas celulares (Villeneuve et al., 2000).

Do ponto de vista econdmico e industrial as lipases produzidas por micro-
organismos apresentam vantagens em relacdo as obtidas a partir de fontes animais
e vegetais, devido a sua relativa facilidade de producdo e abundéancia de micro-
organismos capazes de sintetiza-las. Além disso, lipases de animais e plantas

apresentam alto custo de isolamento (Castro et al., 1995).
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O enorme potencial biotecnolégico atribuido as lipases esta relacionado a:
alta estabilidade em solventes orgéanicos, ampla especificidade pelo substrato, n&o

necessidade de co-fatores e elevada enantio-seletividade (Dumitriu et al., 2003).
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Figura 1 Reacdes catalisadas por lipases. Adaptado de Paques e Macedo (2006).

2.2 Lipase de pancreas suino

Segundo Garner e Smith (1972) a lipase pancreatica (EC 3.1.1.3) pertence ao
grupo das éster-hidrolases que atuam preferencialmente em triglicerideos insollaveis

em agua nas emulsées em micelas e em filmes monomoleculares. Além disso, a
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lipase proveniente de pancreas suino apresenta a caracteristica de ser ativa
somente nas interfaces.

A acao desta enzima em seu substrato proporciona um sistema em que sao
estudadas as interac@es lipidio-proteina tendo como base um modelo de ambiente
celular mais complexo. Porém, é necesséario o estudo de tais interagcbes em que a
lipase apresente uma composi¢cao quimica conhecida. A lipase de pancreas suino é
caracterizada quimicamente como uma glicoproteina contendo 3,8 moles de manose

e 2,9 moles de N-acetilglucosamina por mol de enzima.

2.3 Aplicagdes de lipases comerciais

As lipases séo biocatalisadores que vém se destacando cada vez mais no
cenario da biotecnologia enzimatica, devido a sua vasta versatilidade de aplicacoes,
permitindo a catalise de reacdes de hidrolise, além de reacdes reversas como
esterificacéo, transesterificacdo, amindlise e lactonizacéo (Paques e Macedo, 2006).

Estas reagbes de catalise enzimatica com lipases, muitas vezes de
caracteristicas quimio, régio ou enatio-seletivas, sdo aplicadas em varios setores da
industria, razédo pela qual a sua participacdo no mercado mundial de enzimas cresce
de forma bastante significativa. Segundo descrevem alguns autores (Sharma et al.,
2001; Hasan et al., 2006) estima-se que em um futuro préximo as lipases terao
importancia comparavel a das peptidases que, atualmente representam de 25 a 40%
das enzimas comerciais vendidas para aplicacao industrial.

O crescente interesse no uso de lipases encontra-se principalmente em
aplicacoes industriais de larga escala de enzimas, incluindo as mais diversas areas,
estando entre elas: formulacbes de detergentes, panificacdo, cervejaria, laticinios,
sintese de medicamentos, producdo de cosméticos e aromas, degradacao de 6leos
e gorduras, industria de papel e celulose (Liu et al., 2006; llanes, 2008).

Embora grande parte das aplicacbes de lipases ainda esteja voltada a
industria de detergentes e alimentos baseada principalmente em reacdes de
hidrolise, novas aplicagcbes nos campos da industria farmacéutica, quimica fina,
cosméticos, oleoquimica, couros, producdo de polpas e tratamento de residuos
industriais vém se destacando, decorrentes do uso de lipases em reacdes de sintese

e transesterificacdo (Castilho e Freire, 2000).
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Na Tabela 1 estdo apresentadas algumas aplicagbes industriais de lipases
(Pasques e Macedo, 2006).

Tabela 1. Exemplos de aplicacdes industriais de lipase. Adaptado de Paques e
Macedo (2006).

Area industrial Aplicacio Produto
Hidrolise de Aromas para produtos
_ gorduras de leite matinais
Alimentos . i
Sintese de ésteres Aromas para
alimentos e bebidas
Hidrolise de 6leos e Acidos graxos,
gorduras diglicerideos,
monoglicerideos
o Remocéao de Detergentes para
Quimica

Alimentos/quimica/farmacéutica

Cosmeéticos

Médica

gorduras e manchas

Sintese de ésteres

Transesterificacado
de Oleos naturais

Sintese de ésteres

Determinacéo de
triglicerideos no

sangue

lavanderias ou usos
domésticos
Esteres e
emulsificantes

Oleos e gorduras

Fragrancia para
perfumes

Kits de diagndsticos

Para aplicacdo industrial, a especificidade da lipase € um fator muito
importante, pois a enzima dependendo a funcdo que exercera pode ser especifica
com relacdo a molécula acida ou alcodlica do substrato (Castro et al., 2004).

Desta forma, os sistemas catalisados por lipases devem ser tratados caso a
caso e as generalizacfes devem ser estudadas com cuidado. Assim, a selecéo das

condicBes adequadas na catalise enzimatica em meios ndo convencionais deve
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seguir uma cuidadosa manipulagcdo do meio-ambiente do catalisador para que a
produtividade do sistema obtenha a potencialidade total da atividade enzimatica.
Isso pode ser alcancado pela utilizagcdo de solventes apropriados, controle do teor
de agua no meio reacional e imobilizacdo da enzima em suportes sélidos (Gomes et
al., 2006).

2.4 Métodos de imobilizacdo de enzimas

Y

Sabe-se que as enzimas estdo sujeitas a inativacao por fatores quimicos,
fisicos ou biologicos. Este processo pode ocorrer durante sua estocagem ou mesmo
pelo seu uso. Para que a biocatalise possa ser eficiente em um determinado
processo, ocorre necessidade de proteger as enzimas da interacdo com o solvente,
meio no qual é realizada a reacdo e que pode ocasionar sua inativacao,
impossibilitando a catdlise da reacdo. Diante deste problema, técnicas de
imobilizacdo séo utilizadas para fornecer estabilidade a enzima frente a faixas mais
amplas de pH e temperatura, facilitar sua recuperacao por menores interferéncias de
inibidores ou ativadores, e reutilizacdo da enzima por varios ciclos ano final do
processo (Menoncin et al., 2009).

Segundo Brigida (2006), enzimas imobilizadas sdo aquelas que se encontram
confinadas em um suporte que possa proteger a capacidade catalitica da enzima. O
processo de imobilizacdo consiste em circundar o material com atividade biologica
em uma matriz polimérica envolvida por uma membrana semipermeavel. Esta
membrana permite a difusdo de nutrientes e oxigénio, protegendo de perdas
internas da célula, do stress mecanico e de compostos toxicos (Qi et al., 2006).

A aplicacdo de enzimas nos processos industriais € uma realidade, entretanto,
devido a sua natureza protéica séo facilmente desnaturaveis e a producdo em larga
escala, com finalidade de aplicacdo industrial, torna seu custo elevado (Rodrigues,
1997).

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou
bioldgicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a catalise
seja eficiente em um determinado processo, ha necessidade de proteger as enzimas
da interacdo com o solvente, meio no qual é realizada a reacdo, pois 0 mesmo

poderia provocar a inativacdo, impossibilitando a catalise da reacdo. Frente a este
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7

problema, a técnica da imobilizacdo € utilizada para fornecer estabilidade as
enzimas e facilitar sua recuperacao e reutilizagéo (Villeneuve et al., 2000).

No geral, os métodos mais utilizados para imobilizacdo de enzimas sédo a
adsorcao e a oclusdo da proteina no interior do polimero (Powell, 1990).

O processo de oclusédo consiste no aprisionamento de uma enzima em uma
matriz polimérica ou em uma membrana semipermedvel, de tal forma que se permita
a penetracdo do substrato e difusédo dos produtos e impeca a liberacao da proteina,
conservando integralmente sua estrutura (Coughlan et al., 1988 apud Rodrigues,
1997).

No processo de adsorcdo, a fixacdo da proteina € puramente fisica, ou seja, a
proteina adere a superficie de um suporte inerte, por meio de ligacdes hidrofébicas,
ligacOes eletrostaticas e forca de Van der Waals. A metodologia de adsorcéo de
enzimas é um processo simples e de facil execucéo, porém cabe ressaltar que sua
maior desvantagem é que durante o processo de lavagem a enzima pode sofrer
dessorcéao do suporte (Kemeny e Challacombe, 1988).

Outro beneficio desta tecnologia € a possibilidade do desenvolvimento de
processos continuos, aumentando a produtividade e reduzindo os custos de
producéo (D’Souza, 2006 apud Brigida, 2006). Frente ao aumento da estabilidade
promovido a enzima pela imobilizacdo, outra aplicacdo que tem sido amplamente
estudada € seu uso em reacdes promovidas em meios ndo convencionais, como
solventes organicos, sistemas bifasicos, fluidos supercriticos e meios solidos
(Vermué e Tramper, 1995; Gupta e Roy, 2004).

A utilizacdo de enzimas imobilizadas em solventes organicos faz com que seja
possivel a eliminacdo de subprodutos em reacdes de hidrolise e ajuda no equilibrio
termodinamico na reacédo de esterificacdo (Carta et al., 1992 apud Rodrigues, 1997).

As imobilizacdes por adsor¢cdo sdo usualmente realizadas pela incubacédo do
suporte e da enzima em tampao ou pela precipitacdo da lipase com solventes, como
acetona, sobre a superficie do suporte. Ao contrario do que ocorre com outras
proteinas, a adsorcdo de lipases € favorecida em meios com baixa forca ibnica
(Bastida et al., 1998). E preferivel o emprego de suportes hidrofébicos em relacéo
aos suportes hidrofilicos para a imobilizacdo de lipases devido a tendéncia dos

suportes hidrofilicos competirem pela agua disponivel no meio reacional. Além disto,
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a quantidade de enzimas adsorvidas em tais suportes € geralmente maior e sédo
obtidas atividades enzimaticas mais elevadas. As resinas poliméricas como Accurel
EP 100 (atualmente Accurel MP 1000), constituidas por polipropileno, e materiais
contendo grupos hidrofobos de ligagbes como octil-agarose sdo exemplos de
suportes que vém se destacando como sendo apropriados a imobilizacdo das
lipases (Villeneuve et al., 2000).

Dentre os trabalhos encontrados na literatura pode-se citar o de Kaewthong et
al. (2005). Os autores, imobilizando a lipase PS (Amano) em diferentes suportes,
obtiveram rendimentos de 37,16% utilizando Accurel EP100 (<200um), na
imobilizagdo em Accurel EP 100 (200-400um) o rendimento encontrado foi de
31,10%, em carbonato de célcio obtiveram rendimento de 0,79%, em Celite
rendimento de 3,56%, em Silica Gel o rendimento foi de 6,42% e em Carvéao Ativado
rendimento de 0,36%. Ja Bryjak e Trochimczuk (2006), na imobilizacdo de lipase de
Candida rugosa por adsorcdo em suportes acrilicos, encontraram rendimento
maximo de 25,4%. Em termos de retencdo de atividade, Knezevic et al. (2002),
imobilizando lipase de Candida rugosa em diferentes concentracdes de alginato,
obtiveram retencdo maxima de 79,99%.

No processo de imobilizacdo por adsorcao, tanto a quantidade de enzimas
adsorvidas quanto a orientacdo em que estas sao imobilizadas afetam sua
atividades e estabilidade (Nakanishi et al., 2002). Desta forma, além de avaliar a
guantidade adsorvida, € necessario determinar os valores de atividade recuperada
(atividade retida no suporte frente a diferenca na atividade do sobrenadante antes e
apos a imobilizacéo) e rendimento (diferenca na atividade do sobrenadante antes e
apos a imobilizacao frente a atividade oferecida para a imobilizacao) obtidos para
um dado processo de imobilizacéo (Gitlesen et al., 1997).

A imobilizacao via inclusdo ou microencapsulamento consiste em confinar a
enzima em um polimero insoluvel (envolvido em fibra ou gel) ou em uma
microcapsula (microencapsulamento). Desta forma, moléculas grandes, tais como
enzimas, ndo sao capazes de se difundir através desta membrana, enquanto que
pequenas moléculas, como subprodutos e produtos, difundem-se. A vantagem da
utilizacdo desta técnica € que a enzima interage quimicamente com o polimero,

evitando, assim, a desnaturacao. Contudo, a velocidade de difusdo dos substratos e
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produtos através da membrana, bem como o peso molecular dos mesmos, séo
fatores limitantes (Dalla-Vecchia et al., 2004; Kennedy et al., 1988; Goncalves, 2007,
Brigida, 2006).

A encapsulacédo celular representa um método promissor para a imobilizagédo
de varias proteinas. A biocompatibilidade das micro-capsulas € claramente
importante, bem como os requerimentos para 6tima biocompatibilidade, incluindo
uma O6tima micro-geometria da estrutura da membrana, um procedimento de
encapsulacdo com uma 6tima capacidade para envolver as células com granulos
perfeitos e o uso de materiais apropriados (Orive et al., 2002).

Polimeros naturais e sintéticos sdo utilizados como suporte na imobilizacao
de inameros tipos de recheio incluindo proteinas, enzimas, micro-organismos,
aditivos alimenticios, pesticidas e compostos com atividade farmacoldgica. Alguns
polimeros gelificam por geleificagdo ibnica, geleificacdo térmica ou por uma
combinacdo desses dois mecanismos. A preparacdo de microcapsulas através da
geleificacdo iGnica envolve a geleificacdo de uma solucédo polimérica aquosa com
um ion de baixa massa molar, onde polieletrdlitos de cargas opostas interagem
formando um complexo. Mediante essa técnica, o material de recheio € extrusado
como gota dentro de uma solucéo, formando uma gota gelificada (Rocha e Grosso,
2006).

Entre os hidrocolbides utilizados na forma de microcapsulas, encontram-se
pectinas de baixo teor de esterificacdo, carragena e alginato de calcio, todos
requerendo um ion para a reticulagdo da matriz. A principal vantagem do gel de
alginato é sua habilidade de ser termoestavel, podendo ser armazenado a
temperatura ambiente (Rocha e Grosso, 2006).

O alginato pode ser considerado como da familia dos co-polimeros desde a
fracdo e sequéncia de dois mondmeros, a-L-acido-galurénico (G) e pB-D-acido
manurénico (M), variar sobre uma larga taxa (Draget et al., 1997). O alginato tem
sido o polimero mais utilizado para encapsulacéo celular (Orive et al., 2002). Com a
adicdo de glutaraldeido a enzima se torna mais estavel, ou seja, mantém seu
potencial catalitico por mais tempo.

Dentre os fatores que contribuem para a queda de potencial catalitico durante

0S consecutivos ciclos destaca-se: desprendimento da enzima do suporte,
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desativacdo da enzima pelo substrato; obstru¢do dos poros por impurezas ou
produtos secundarios; perda do suporte por atrito ou dissolucéo; obstrucao do leito
fixo causando canais preferenciais e crescimento de micro-organismo (Brigida,
2006).

2.5 Imobilizag&o de lipases

Para que a catdlise enzimatica possa competir com a producdo quimica
otimizada, alguns pontos de natureza técnica devem ser considerados. Um aspecto
muito importante na utilizacdo de enzimas em processos tecnoldgicos esta
relacionado ao custo de producdo das mesmas.

Apesar das enzimas serem consideradas excelentes catalisadores, a sua
aplicagdo em processos industriais pode ser limitada em razdo de alguns outros
fatores, tais como: solubilidade em agua, baixa estabilidade quando comparada a
catalisadores quimicos, ndo pode ser utilizada em reacbes com solventes organicos,
baixa resisténcia em temperaturas mais elevadas e, muitas vezes, por estar
presente em baixas concentracdes seu processo de purificacdo torna-se bastante
trabalhoso, elevando seu custo e ndo sendo economicamente viavel a sua
separacao do produto final (Melo et al., 2005).

O custo elevado da aplicacdo de biocatalisadores em processos industriais
deve-se em parte a sua reduzida estabilidade frente as condicGes adversas a qual a
enzima € submetida. Deste modo, a estabilizacdo das enzimas € um processo
desejavel visto do ponto econdémico. As enzimas quando utilizadas na forma
solubilizada muitas vezes perdem parte de sua atividade catalitica, ndo podendo
assim ser aproveitadas de maneira eficiente na reacédo catalitica. Por outro lado,
além de constituir um desperdicio financeiro, a presenca de enzima residual da
reacao catalisada misturada com o produto final pode apresentar uma contaminacéo
indesejavel. Assim, o processo de imobilizacdo de enzimas pode minimizar ou de
certa forma até mesmo eliminar problemas encontrados quando da aplicacdo de
enzimas livres (Dumitriu et al., 2003).

A imobilizacdo de enzimas comecou a ser estudada no inicio do século

passado com o uso de carvao ativo, o qual havia sido adicionado a uma preparacao
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biol6gica com atividade de invertase, mantendo a capacidade de hidrolisar sacarose
mesmo apos a lavagem do catalisador. Apds esta observacao inicial da imobilizagédo
de enzimas em suportes insolaveis, o assunto s6 foi novamente retomado apos a
Segunda Guerra Mundial.

Em 1948, o bioquimico americano James Batcheller Sumner (1887-1955),
ganhador do Prémio Nobel de Quimica em 1946 pelo isolamento e cristalizacdo da
enzima urease e pela identificacdo da sua natureza protéica, reportou a imobilizacédo
deste biocatalisador (Bon et al., 2008).

A partir da década de 80 tem-se percebido um vasto interesse no
desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo de enzimas, visando assim minimizar
os efeitos causados pelo seu uso em ambientes adversos, tais como: solventes
organicos, variacdes de pH e sua estabilidade a altas temperaturas (Villeneuve et
al., 2000; Sebrao et al., 2007).

De acordo com Melo et al. (2005) e Sebréo et al. (2007) enzimas imobilizadas
séo definidas como enzimas que estao fisicamente confinadas ou localizadas numa
certa regido de espaco, separadas por barreiras que permitem o contato entre a
enzima e o substrato no meio reacional, mas que as tornam pouco sollveis em
gualquer meio, com retencdo de suas atividades cataliticas.

Nesta técnica, a enzima fica retida no interior dos poros ou na superficie de
um material que é utilizado como suporte. O complexo enzima-suporte mantém as
caracteristicas fisicas do suporte e, ao mesmo tempo, retém a atividade bioldgica da
enzima na forma soluvel (Girelli e Mattei, 2005; Paiva et al., 2000).

Assim, a imobilizacdo do biocatalisador em um suporte, sem prejuizo de sua
atividade por um periodo razoavel de tempo, pode assegurar sua repetida utilizacédo
OU mMesmo 0 uso em reatores continuos, resultando em economia NOS pProcessos
industriais (Dalla-Vecchia et al., 2004).

Gomes et al. (2006) relatam que a imobilizacdo tem efeito benéfico na
estabilidade da enzima em funcéo das interacdes fisicas e quimicas entre o suporte
e as moléculas da enzima. A imobilizacdo também auxilia na dispersdo homogénea
da enzima no meio, o0 que é essencial para a conducado de reacfes enzimaticas.

As vantagens das enzimas imobilizadas, em relacdo as solUveis, estdo em

sua maior estabilidade e facilidade de separacdo do meio de reacdo, o que acarreta
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economia significativa no custo global do processo, desde que o procedimento de
imobilizacdo ndo seja dispendioso, haja boa recuperacdo da atividade enzimatica e
gue a meia-vida operacional da enzima imobilizada seja suficientemente longa (Bon
et al., 2008).

Durante o uso de enzimas imobilizadas, efeitos de transferéncia de massa
podem ocasionar gradientes adversos de substratos ou de pH, que podem reduzir a
velocidade de reacdo e o rendimento em produto. As propriedades dos derivados
imobilizados sé&o influenciadas tanto pelas propriedades da enzima como pelo
material do suporte. A interacdo entre esses dois componentes proporciona um
derivado imobilizado com propriedades quimicas, bioquimicas, mecéanicas e
cinéticas especificas (Gomes et al., 2006; Tischer e Kasche, 1999).

Desta forma, a perda da atividade biocatalitica durante o processo de
imobilizacdo deve ser reduzida para compensar o custo extra da imobilizacdo, o
suporte poroso empregado deve ser apropriado para facilitar a transferéncia de
reagentes e produtos e a purificacido exaustiva da solucédo de substrato deve ocorrer
para obter-se uma longa vida operacional do material imobilizado (Bon et al., 2008).

Na realizacdo de um sistema de imobilizacdo devem ser levados em conta
alguns fatores, podendo-se destacar o tipo de interacdo entre 0 suporte e o
biocatalisador, o qual pode influenciar diretamente na estabilidade e nos efeitos
cinéticos da catalise (Villeneuve et al., 2000; Dalla-Vecchia et al., 2004).

O comportamento da enzima imobilizada e o desempenho do suporte
empregado podem ser influenciados por varios parametros como pH, temperatura,
forca ibnica, pressao, agitacdo, liberacdo de co-fatores e do substrato com a
remocao dos produtos.

Entretanto, dos fatores citados, a maior contribuicdo para o bom desempenho
da enzima imobilizada € fornecida pela estratégia de imobilizacdo empregada
(Céardias et al., 1999) e pelo suporte, de forma que a selecdo do mesmo pode tanto
aumentar o tempo de meia-vida da enzima imobilizada como afetar adversamente
nao s6 o tempo de meia-vida, mas o desempenho global do sistema (Gomes et al.,
2006).

Segundo Oliveira et al. (2000) a imobilizacdo de lipases ainda é um desafio

complexo, uma vez que a eficiéncia da imobilizacdo depende da estrutura da
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enzima, do método de imobilizacdo a ser empregado e do tipo de suporte. Em
muitos casos, suportes que proporcionam uma elevada atividade e estabilidade da
enzima, apresentam sérias limitacdes de resisténcia mecanica e de queda de fluxo
do substrato, que os tornam inviaveis para a utilizacdo em alguns tipos de reatores.

Alguns estudos mostram que uma vasta gama de materiais naturais,
organicos, inorganicos e sintéticos, apresentando diferentes caracteristicas,
densidade, forma e tamanho tém sido estudados para imobilizag&o de lipases (Dalla
Vecchia et al., 2004; Dumitriu et al., 2003; Villeneuve et al., 2000).

Em grande parte das imobilizacbes sdo empregados suportes inorganicos
porosos de alto custo devido as suas caracteristicas de resisténcia mecéanica ao
ataque microbiano e grande area superficial disponivel para a ligacdo com a enzima
(Hernandez- Justiz et al., 1998; Gomes et al., 2006).

O uso de suportes porosos com grande superficie interna ativada,
apresentando densas camadas de grupos altamente hidrofébicos pode ser
reconhecido pelas lipases em nivel molecular como interfaces solidas. Assim, &
preferivel o emprego de suportes hidrofébicos em relacdo aos suportes hidrofilicos
para imobilizacdo de lipases, devido a tendéncia dos suportes hidrofilicos
competirem pela agua disponivel no meio reacional (Villeneuve et al., 2000).

Estudos detalhados do sitio ativo das lipases tém relevado uma
hidrofobicidade marcante das lipases comerciais, direcionando, desta forma, a
selecdo de suportes hidrofébicos para garantir uma maior interacéo da lipase com a
matriz selecionada. Além disto, a quantidade de enzima adsorvida em tais suportes
€ geralmente maior e sdo obtidas atividades enzimaticas mais elevadas (Oliveira et
al., 2000).

A Tabela 2 apresenta uma compilacdo de dados apresentados na literatura,
referentes ao emprego de diferentes lipases e suportes para imobilizacdo de
enzimas. Uma analise prévia desta tabela permite verificar que poucos trabalhos
foram encontrados na literatura relacionados ao emprego de suportes inorganicos de
baixo custo para a imobilizacdo de lipases. Alguns destes resultados serdo descritos
sucintamente a seguir, visando o embasamento tedrico e também justificando a

consecucao do presente trabalho.

17



2.Reviséao Bibliografica

Os trabalhos de Yesiloglu (2004), Yesiloglu (2005), Rahman et al. (2005),
Sanjay e Sugunan (2006), Gopinath e Sugunan (2007) e Meunier et al. (2010)
utilizaram diferentes suportes argilosos para imobilizacéo de lipases.

Rahman et al. (2005), por exemplo, imobilizaram a lipase de Candida rugosa
sobre caulim natural utilizando o método de adsorcéo e verificaram a viabilidade
técnica de utilizacdo deste suporte, obtendo um percentual de retencdo da proteina
sobre a superficie do suporte de 77%. Yesiloglu (2005) utilizou argila bentonita para
imobilizacdo de lipase de Candida rugosa por processo de adsorcdo. Os resultados
mostraram atividade enzimética de 30% apds a imobilizacdo. Chang et al. (2007)
avaliaram o processo de imobilizacdo da lipase de Candida rugosa em Celite por
adsorcédo obtendo rendimento de atividade apés imobilizacao de 34,1%.

Trabalhos mais recentes também apontam a potencialidade de utilizacdo de
suportes inorganicos para imobilizacdo de lipases. Meunier et al. (2010) utilizaram
diferentes tipos de Celite como suporte para imobilizacdo de lipase comercial
(Novozym 435) pela técnica de imobilizagdo sol-gel. Os autores obtiveram
rendimentos de imobilizacdo de cerca de 60%. Secundo et al. (2008) imobilizaram a
lipase de Candida antarctica por adsorcdo em argilas beidelite com diferentes
relacdes Si/Al e verificaram rendimentos de imobilizacdo de 24% em pH 6, chegando
a 35% em pH 7. Zaidan et al. (2010) utilizaram mica modificada com tratamento
acido como suporte para imobilizacdo da lipase de Candida rugosa, obtendo
rendimento de imobilizacdo superior a 78% e atividade especifica de 83U/mg de
proteina.

Outros autores utilizaram suportes inorganicos para imobilizacdo de outras
classes de enzimas. Zamora et al. (2003) imobilizaram lacase obtida a partir de
Trametes versicolor em montmorillonita KSF na sua forma natural e modificada com
3-aminopropiltriethoxysilano e glutaraldeido obtendo imobilizacdo de 16 e 55% da
enzima neste suporte. Gopinath e Sugunan (2007) e Sanjay e Sugunan (2006)
imobilizaram as enzimas a-amilase, glucoamilase e invertase em argila
montmorillonita K-10 utilizando técnicas de adsorcdo e ligacdo covalente. Os
resultados apontaram rendimentos de imobilizacdo bastante promissores,
verificados através das isotermas de adsorcdo de nitrogénio (BET). Os autores

visualizaram reducdo da &rea superficial do suporte de 201m?%g para 45, 15 e 10
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m?/g, respectivamente, ap6s o processo de imobilizacdo, configurando a absorcéo

da enzima pelo suporte. Spagna et al. (1995) imobilizaram a pectina-liase em

bentonita, obtendo rendimento de imobilizacéo de 16% e atividade de 67U/g.

Tabela 2. Lipases e suportes utilizados no processo de imobilizagcédo das enzimas.

Método de Suporte utilizado Lipase utilizada Referéncias
Imobilizacéo
Adsorcao Resina Acrilica, Fibra de Candida antartica, Du et al., 2004; Shimada et
casca de coco, MCM-22 e Candida antartica B al., 1999; Wang et al, 2007;
MCM-36 Watanabe et al., 2000;
Pinheiro et al., 2001;
Dumitriu et al., 2003
Adsorcao Membrana Téxtil Candida sp. 99-125 Lu et al., 2007, 2008, 2010;
Lv et al., 2008; Nie et al.,
2006; Tan et al., 2006
Adsorcéo Toyonita 200-M, Pseudomonas Iso et al., 2001; Salis et al.,
polipropileno fluorescens 2008; Soumanou e
Bornscheuer, 2003
Adsorcéo Terra Diatomacea Pseudomonas cepacia (alis et al., 2005; Shah e
Gupta, 2007
Adsorcéo Resina Anibnica, Celite-545 Pancreas de porco, Shah et al.,2004; Shieh et
Rhizomucor miehei, al., 2003; Yesiloglu, 2004
Chromobacterium
viscosum
Adsorcéo Metacrilato de glicidila Pancreas de porco, Kartal et al., 2009; Li et al.,
Polivinil alcool (PVA), SBA- Penicillium 2009a, 2009b; Menoncim
15 tipo fibra, SBA-15 tipo verrucosum, Amano et al., 2009; Villeneuve et
bastdo, Accurel EP 100, PS (Amano) al., 2000; Kaewthong et al.,
Carvéo ativo, Celite, Silica 2005
gel
Adsorcao Suportes acrilicos, Alginato Candida rugosa Bryjak e Trochimczuk,
de sbdio 2006; Knezevic et al., 2002
Adsorcao MCM-41, Zedlitas (ITQ-2, Rhizomucor miehei Macario et al., 2002; 2005;
ITQ 6, Na-Silicalite-1, H- 2008; Frontera et al., 2005
Silicalite-1) e Zedlita X
Adsor¢éo Hidrotalicita, Zedlita 13-X, LipozymeTL-IM Yagiz et al., 2007
5A, FM-8, AW-300 (Novozymes)
Adsorcao Zeolita Y Candida cylindracea, Knezevic ET al., 1998;
Fusarium solani pisi, Vidinha et al., 2006
Pseudomonas
cepacia, Amano PS
(Amano)
Ligagao Silica-PVA, estireno- Burkholderia cepacia, Dizge et al., 2009a,b;
Covalente divinilbenzeno, Thermomyces Freitas et al., 2009; Bagi et
poliacrilamida lanuginosus, Pancreas al., 1997
de porco
Encapsulame | Suporte sol-gel hidrofébico | Pseudomonas cepacia Meunier e Legge, 2010;
nto Si-MCM-41, matrizes sol- NS44035 Noureddini et al., 2005;

gel

Rhizomucor miehei,
Fusarium solani pisi

Macario et al., 2008;
Vidinha et al., 2006

Ligacao
cruzada

Glutaraldeido

Pseudomonas cepacia

Kumari et al., 2007
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A literatura ndo apresenta resultados referentes a atividade de esterificacao
de lipases imobilizadas em suportes inorganicos, foco do presente trabalho. Com
relacéo a este importante parametro, pode-se citar o trabalho de Dave et al. (2006),
0S quais imobilizaram a lipase de Candida rugosa em um polimero de &lcool
polivinilico (PVA), alginato e acido borico. Segundo os autores, a lipase imobilizada
apresentou maior atividade de esterificacdo em relacdo a enzima na forma livre,
atingindo grau de esterificacdo de 86% usando &cido hexandico e etanol como
substratos. O trabalho de Cabral et al. (2010) também avaliou a atividade de
esterificacéo e estabilidade operacional da lipase de Candida rugosa imobilizada em
duas diferentes espumas de poliuretano (FHP2002 e FHP5000), obtendo indices de
conversao de ésteres de 85,4 e 93,2%, respectivamente, com a lipase imobilizada
utilizando etanol e acido butirico como substratos. Maiores detalhes acerca dos
trabalhos apresentados neste capitulo serdo discutidos posteriormente, visando

comparacao destes resultados com os obtidos no presente trabalho.

2.5 Considerac0es finais

Na revisdo bibliografica apresentada neste capitulo procurou-se relatar o
estado da arte a respeito da imobilizacdo de lipases em diferentes suportes bem
como a relevancia no desenvolvimento de um processo de imobilizacdo eficaz do
ponto de vista técnico e econdmico, podendo vir a viabilizar a aplicacdo industrial
deste biocatalisador.

Verificou-se que poucos trabalhos séo relatados na literatura relacionados ao
emprego de suportes inorganicos de baixo custo, com vistas a viabilidade
econdmica do processo. Tal fato justificou o desenvolvimento desta pesquisa,
concernente ao screening de suportes de baixo custo para imobilizacdo de lipase
extraida de pancreas suino. ApO0s 0 screening, 0S suportes apontados como
potenciais foram empregados na imobilizacdo da lipase, visando a otimizacdo do
processo em termos de rendimento de imobilizacdo, quantidade de enzima
adsorvida e atividade de esterificacdo. Acredita-se que o desenvolvimento deste

trabalho apresente relevancia do ponto de vista do desenvolvimento de um processo
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de imobilizagdo de lipases, utilizando suportes de baixo custo, com potencialidade
de aplicacéo do biocatalisador imobilizado em processos industriais.
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3 — MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais, procedimentos experimentais e
metodologia analitica empregada para o desenvolvimento do estudo relacionado a
imobilizacdo de lipase comercial derivada de pancreas de porco em diferentes
suportes inorganicos, em termos de atividade enzimética, quantidade de enzima
adsorvida e rendimento de imobilizacdo. Os suportes selecionados como potenciais
na etapa de screening foram utilizados na segunda etapa do trabalho, visando a
otimizacdo das condi¢cbes de imobilizacao da enzima testada.

3.1 Enzima

A enzima empregada neste estudo foi uma lipase Tipo Il em estado bruto
obtida de péancreas suino (Sigma-Aldrich), também conhecida como triacilglicerol
acilhidrolase, com aspecto fisico na forma de po liofilizado, na cor amarelo claro, pH
otimo na faixa de 6,5 a 7,5 e com caracteristica de hidrossolubilidade

moderadamente sollvel.

3.2 Suportes

Os suportes empregados para a imobilizacdo da lipase, sem nenhum

tratamento prévio, utilizados no decorrer deste trabalho foram:

e Accurel MP-100 (Nortec);

e Accurel MP-1000 (Nortec);

e Accurel XP-100 (Nortec);

e Accurel XP-200 (Nortec);

e Alumina ativada Acida (Merck — granulometria 0,063-0,200mm);

e Alumina ativada Basica (Merck — granulometria 0,063-0,200mm);

e Alumina ativada Neutra (Merck — granulometria 0,063-0,200mm);

e Caulim (Reagen);

e Caulim 1CR (Mineracgéo Tabatinga — PR);

e MCM 22 (1:15 Si/Al — Detoni, 2005);

e MCM 22 (1:25 Si/Al — Detoni, 2005);
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e MCM 22 (1:50 Si/Al — Detoni, 2005);

e Montmorilonita natural (Colorminas Colorificio e Mineracao S/A);

e Montomorilonita natural Pilarizada (Laboratério de Quimica Ambiental-URI-
Campus de Erechim);

e Montmorilonita K-10 (Sigma-Aldrich);

e Montmorilonita KSF (Sigma-Aldrich);

e Mordenita (www.iza-online.orq);

e Resina Amberlyst 36 (wet) (Sigma-Aldrich);
e Resina Amberlite XAD-2 (Sigma-Aldrich);

e ZedlitaY (www.iza-online.orq);

e Zedlita ZSM-22 (www.iza-online.orq);

e Zedlita ITQ-2 (Laboratério de Quimica Ambiental-URI-Campus de Erechim);

e Zeolita NaX (www.iza-online.orq);

e Zeolita ZSM-35 (www.iza-online.orq);

e Zedlita ZSM-5 (www.iza-online.orq).

3.3 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados neste estudo foram os seguintes:
e Agitador Orbital (Marconi MA-410);
e Agitador Magnético (Fisatom);
e Bomba a Vacuo (Marconi);
e Balanca Analitica (Bel Engineering);
e Dessecador;
e Espectrofotdmetro (Agilent Tecnologies 8453);
e Difratbmetro de Raios-X (Diffraktometer — modelo D 5000 — (Siemens));
e Analisador Textural por Adsorcdo de N, (Autosorb-1 Quantachrome (Nova-
2200e);
e Espectrofotbmetro FTIR (Shimadzu, modelo 8300);
e Microscopio Eletronico de Varredura (JEOL — JSM 5800).
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3.4 Imobiliza¢ao da lipase comercial nos diferentes suportes

A lipase tipo Il obtida de pancreas de suino foi imobilizada utilizando o
principio de adsorcéo. Neste sentido, os 25 suportes descritos anteriormente foram
utilizados nesta etapa visando 0 screening do suporte mais adequado para posterior
otimizacao do processo de imobilizagéo.

Em 1g de cada um dos suportes, previamente pesados, adicionou-se 50mL
de uma solucdo enziméatica contendo 2g da lipase de pancreas de suino e 60mL de
tampao fosfato de sddio 0,05mol/L. Esta solugéo foi mantida sob agitacdo magnética
em temperatura de 5°C (banho de gelo) por 2 horas.

Ap6s o término do processo de adsorcao, as amostras foram filtradas a vacuo
e permaneceram por 48 horas em dessecador. Em seguida, a atividade de
esterificacdo da enzima imobilizada foi determinada, seguindo metodologia descrita
a seguir. O conteudo de proteina da solucédo de entrada e de saida foi avaliado pelo
método de Bradford (1976). Para as leituras de absorbancia no espectrofotdmetro
empregou-se comprimento de onde de 595nm.

3.5 Otimizacao do processo de imobilizacao

Apés a etapa de screening utilizando 25 diferentes suportes, foram
selecionados trés suportes derivados do grupo das argilas devido aos melhores
resultados apresentados no primeiro estudo de imobilizacdo visando a otimizacdo do
processo de imobilizacéo.

Os suportes empregados na otimizacdo do processo de imobilizagdo foram:
argila montmorillonita KSF, argila montmorillonita natural e argila montmorillonita
natural pilarizada.

Para esta etapa de otimizacdo foram avaliados diferentes tempos de contato
enzima/suporte (60, 120 e 180 minutos) para os trés suportes selecionados
anteriormente. Outra varidvel estudada no processo de otimizacdo foi a razéo
massica enzima/suporte, empregando trés diferentes razdes (2:1; 2:0,5 e 2:2) para

as trés argilas.
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O procedimento de imobilizacdo da lipase tipo Il obtida de pancreas suino foi
semelhante ao descrito anteriormente, variando apenas o tempo de imobilizacdo e a
relacdo enzima/suporte.

Nesta etapa, durante o processo de imobilizacdo foram retiradas aliquotas de
500uL apenas dos tempos iniciais, finais, entrada e saida de cada procedimento de
adsorcédo para posteriores medidas do teor de proteina e construcéo dos graficos do
rendimento de imobilizagédo (%) em funcao do tempo para cada um dos trés suportes
e relacdes da quantidade enzima/suporte estudados.

Nas amostras coletadas nos tempos iniciais e finais, nas solu¢des de entrada
e de saida foram retiradas aliquotas de 100pL e realizada diluicdo de 6x (100uL de
amostra/500uL de H,O destilada). Desta diluicdo retirou-se 100uL de amostra em
tubos de ensaio (triplicata) e adicionou-se 5mL do Reagente de Bradford para
realizacao da leitura de absorbancia.

O célculo do rendimento de imobilizacdo e teor de proteina foi realizado

conforme descrito a seguir.

3.6 Métodos empregados durante o processo de imobilizacéo

Determinacao do teor de proteinas

Para a determinacdo de proteinas pelo método de Bradford foi utilizado
Reagente de Bradford e uma curva padrdao de albumina (1mg/mL) em tampéo
fosfato de sodio 0,1mol/L pH 6,5.

Para a medida de proteina foi utilizada diluicdo de 6X (100uL da amostra
liquida retirada nos diferentes tempos como descritos anteriormente/500uL de H,O
destilada). Desta diluicdo retirou-se 100uL de amostra em tubos de ensaio (triplicata)
e adicionou-se 5mL do Reagente de Bradford para realizacdo da leitura de
absorbancia.

As amostras foram lidas em espectrofotémetro (Agilent Tecnologies 8453)
com comprimento de onda 595nm, sendo que a concentracdo de proteina de cada

amostra foi calculada conforme Equacéo 3.1:
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— Abs.
r.=——.10.d
I P fator (3.1)

onde:

[ ] prt= Concentracao de proteina (mg prot./mL);
Abs= Absorbancia lida nas amostras a 595nm;
d= Diluicdo das amostras;

fator = valor obtido na curva de calibracgéo.

Determinacao da atividade de esterificagcéo

Para medida da atividade catalitica de esterificacao da lipase imobilizada nos
diferentes suportes em estudo foi empregada a metodologia descrita por Rigo
(2009), utilizando-se acido oléico (Sigma-Aldrich) e etanol 99% (Merck) como
precursores para a reacao de esterificacéo.

Para determinacdo da atividade de esterificacdo pesou-se uma massa de
0,4g de enzima imobilizada e, em seguida, foram adicionados 0s precursores
reacionais (acido oléico/etanol) na proporcdo molar de 1:1. ApOs a mistura foi
incubada por 40 minutos a 40°C sob agitacéo de 150rpm.

Apoés o periodo de incubacao, foram retiradas aliquotas (triplicata) de 300uL
da mistura (acido oléico/etanol/enzima imobilizada) e a reacao foi interrompida pela
adicdo de 20mL de uma solucéo de acetona/etanol 1:1 (v/v).

Apoés as solucbes foram titulados até pH 11,0 com uma solu¢cdo de NaOH
0,02mol/L. Os brancos para cada reacao foram preparados retirando-se aliquotas
(triplicata) de 300uL anteriormente a incubacdo e interrompendo-se a reagcdo com
20mL da solucao de acetona/etanol 1:1 (v/v).

Os brancos foram também titulados até pH 11,0 com solu¢cdo de NaOH
0,02mol/L. As medidas de atividade foram realizadas em triplicata para cada
amostra imobilizada nos diferentes suportes estudados. As atividades de

esterificacdo foram determinadas por meio da Equacéo 3.2.

(Vb — V4).N.1000 Vt
t Val Vam

Atividade lipasica (U/ml = (3.2)
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Onde:

Va = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra;

Vb = volume de NaOH gasto na titulagcdo do branco;

N = Normalidade da solugéo de NaOH padronizada,;

Vt = Volume reacional total (5mL);

t = tempo de reacao (40min);

Val = volume de aliquota (0,3mL);

Vam = volume de extrato enziméatico equivalente a massa de enzima

imobilizada usada.

Determinacgao do rendimento de imobilizagao

Durante o processo de imobilizagcdo nos tempos de 0, 30, 60, 90 e 120
minutos e das solucdes de entrada e saida foram retiradas aliquotas de 500uL para
posterior medida do teor de proteina e calculo do rendimento da imobilizacdo, de

acordo com a Equacéao 3.3.

-~ Ps
=— x100
n€o = = (3.3)
onde:

n= Rendimento (%);
Ps= Quantidade de proteina absorvida (diferenca entre a inicial e a
estavel);

Po= Quantidade de proteina utilizada na imobilizacdo (solucéo de entrada).

3.7 Caracterizacdo dos suportes e enzimas imobilizadas

Os suportes empregados apresentam diferentes caracteristicas especificas,
principalmente quanto a area superficial, tamanho de poros e composicao estrutural.
Desta forma foram empregadas diferentes técnicas de caracterizacdo para analisar
estas diferencas, nos suportes pré-selecionados na etapa de screening.

As técnicas utilizadas para a caracterizacdo dos suportes e das enzimas
imobilizadas nos diferentes suportes estudados na etapa de otimiza¢do do processo

de imobilizacdo foram: Difracdo de Raios-X, Microscopia Eletrénica de Varredura,
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Andlise Textural por Adsorcdo de N, e Espectroscopia de Infravermelho, conforme

metodologia descrita a seguir.

Difragdo de Raios-X

As andlises de difracdo de raios X foram realizadas no Laboratério de
Difracdo de Raios-X da UFRN, num Diffraktometer modelo D5000 (Siemens)
utilizando filtro de Ni e radiagdo Cu-ka (A=1,54 A).

Microscopia Eletronica de Varredura

As andlises de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foram realizadas
no Laboratorio de Microscopia Eletrénica de Varredura da UFRN, num microscépio
JEOL - JSM 5800 com voltagem de aceleracdo de 20KV e magnificacdes de 200x,
1.000x e 10.000x.

Andlise Textural por Adsorcéo de N,

A caracterizacao textural dos suportes foi realizada utilizando num Autosorb-1
da Quantachrome (Nova-2200e). Antes da analise, cerca de 100mg das amostras
(suportes) foram tratadas a vacuo, a uma temperatura de 300°C por 3h. Para as
amostras imobilizadas e a lipase livre empregou-se tratamento a vacuo a
temperatura de 33°C por 3h. As medidas foram realizadas na temperatura do N

liquido.

Espectroscopia de Infravermelho

A andlise de espectroscopia no infravermelho de refletancia difusa com
transformada de Fourier (DRIFTS) foi realizada no Laboratério de Analitica

Instrumental da UFRGS, em um espectrofotdbmetro FTIR Shimadzu, modelo 8300.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos no decorrer
deste trabalho, relacionados ao screening de suportes para imobilizacdo da
lipase de péancreas de porco e a etapa de otimizacdo do processo de
imobilizacdo utilizando trés suportes selecionados na etapa de screening.
Primeiramente, foi realizada uma caracterizacdo parcial de todos os suportes
testados, visando possibilitar a discussao dos resultados obtidos no screening.
Os suportes utilizados na etapa de otimizagéo do processo de imobilizagéo bem
como as enzimas imobilizadas nestes suportes foram caracterizados de forma
mais detalhada.

Anteriormente ao processo de imobilizacdo foi realizada a caracterizacao
dos materiais empregados como suporte. Para um primeiro estudo de
caracterizagao parcial, os suportes foram subdivididos em trés classes: Argilas,
Zeolitas, Oxidos e outros materiais.

Alguns autores (Dumitriu et al., 2003; Macario et al., 2002 e 2008; Li et al.,
2009; Fuentes et al., 2001; Gopinath e Sugunan, 2007 e Meunier et al., 2010)
reportam em seus trabalhos vérias técnicas para caracterizacdo de suportes
sélidos tais como: Difracdo de Raios-X (DRX), Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), Ressonancia Magnética Nuclear de Massa (RMN-MAS),
Espectroscopia de Infravermelho (IV-FT) e isotermas de Adsorséo de Nitrogénio
(BET).

Estas andlises de caracterizacdo dos suportes tém como finalidade
principal estimar a cristalinidade, tipo de estrutura, morfologia, tamanhos dos
cristais, diametro de poro e area superficial especifica de cada material a ser
empregado como suporte na imobilizacdo de enzimas (Secundo et al., 2008;
Dumitriu et al., 2003; Zaidan et al., 2009; Macario et al., 2005; Li et al., 2009;
Huang et al., 2009 e Sanjay e Sugunan, 2006). Levando em consideracao estas
citacdes, as analises empregadas para caracterizacdo dos suportes utilizados na
etapa de screening foram Difracdo de Raios-X e Analise Textural por Adsorcao
de Na.
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4.1 Argilas

4.1.1 Caracterizacao parcial das argilas utilizadas na etapa de screening

As argilas empregadas para 0 screening de suportes foram:
Montmorillonita K10, Montmorillonita KSF, Caulim comercial (Reagen), Caulim
Mina 1CR, Montmorillonita Pilarizada Pogo A e Montmorillonita Pogo A.

Montmorillonitas comerciais KSF e K-10

A Figura 2 apresenta os difratogramas de raios X das argilas comerciais
montmorillonita KSF e K10. As argilas comerciais KSF e K-10 sdo obtidas por
diferentes tratamentos. A argila KSF é obtida por um tratamento com acido
sulfurico a temperatura ambiente, que normalmente resulta numa simples troca
ibnica dos cations Na, Ca e Mg por protons. Este processo resulta em uma
pequena extracdo de Al, Mg e Fe da estrutura da montmorillonita (Cseri et al.,
1995). A argila K-10 é obtida por um processo similar ao da KSF, empregando
altas temperaturas, 0 que ocasiona, além dos efeitos mencionados
anteriormente, uma destruicdo parcial da estrutura da argila (Cseri et al., 1995).

O difratograma de raios X da argila K10 (Figura 2) apresenta uma larga
reflexdo a 26 = 6° (d=14,7A), indicando a presenca um argilo-mineral do grupo
da esmectita. Pode-se observar também reflexdes a 26 = 9° (d=10,0 A) e 26 =
18° (d=4,9 A), sugerindo a presenca de mica. A argila KSF apresentou também
uma reflexdo a 28 = 6° (d=14,7A), equivalente ao grupo da esmectita. Ambas as
argilas apresentaram uma forte reflexdo em 20 = 27,4°(d= 3,25A), indicando a
presenca de quartzo.

Os difratogramas dos materiais KSF e K10 possuem as reflexdes
referentes ao grupo da esmectita (montmorillonita) menos evidenciados do que
os obtidos em difratogramas de argilas naturais, isso € um indicio de que o
tratamento acido para a obtencdo destes materiais provoca uma destruicao

parcial da estrutura.
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Figura 2. Difratograma de raios-X das argilas comerciais KSF e K-10.

A Tabela 3 apresenta as areas superficiais das montmorillonitas KSF e K-
10. A partir dos dados apresentados percebe-se que a argila comercial K-10
possui uma area superficial muito superior a da argila KSF. Isto é mais um
indicativo de que o tratamento acido sofrido pela K-10 € mais rigoroso,
ocasionando destruicdo da estrutura e desorganizacdo da mesma, provocando,

desta forma, um aumento da area superficial.

Tabela 3. Area superficial especifica das argilas comerciais KSF e K-10.

Amostras Area (m“/g)
K-10 2245
KSF 12,4

Caulim comercial e Caulim Mina 1CR

A Figura 3 apresenta os difratogramas de raios X do caulim comercial e
caulim mina 1CR. Observa-se que o caulim Mina é constituido essencialmente
por caulinita, apresentando, entretanto, algumas impurezas como mica, gibsita e

guartzo. Por outro lado, o caulim comercial (Reagen) apresentou minima

31



4 Resultados e Discussao

guantidade de caulinita, tendo como fases majoritarias talco, mullita, cristobalita

e quartzo.
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Figura 3 Difratograma de raios-X do caulim (Reagen) e caulim mina 1CR.

A Tabela 4 apresenta as areas superficiais dos materiais, calculadas
através do método BET, utilizando os dados de adsorcdo de nitrogénio. Com
base nestes dados, pode-se observar que o caulim mina possui uma area de 61
m?/g, de acordo com a &rea de materiais lamelares. Entretanto, o caulim
comercial apresenta uma area relativamente baixa, comprovando mais uma vez

gue as fases estédo presentes em maior quantidade que a caulinita.

Tabela 4. Area superficial especifica dos caulims Mina 1CR e Reagen.

Amostras Area (m°/g)

Mina 1CR 61,3
Reagen 4,1

32



4 Resultados e Discussao

Montmorillonitas Pogo A e Pocgo A pilarizada.

A Figura 4 apresenta os difratogramas de raios X das argilas
montmorillonita Pogo A e Poco A Pilarizada. Pela andlise dos difratogramas de
raios X observa-se que ambas as argilas possuem quartzo como impureza (20 =
27°) e um pico em 28 = 20°, caracteristico de argilas motmorillonitas. A posicao
do pico 001 destes materiais € um indicativo do espagamento basal das laminas
e, consequentemente, uma comprovacdo do processo de pilarizagéo.
Efetivamente, a argila po¢co A possui um espacamento basal (calculado pela lei
de Bragg) de 9,7A quando calcinada e de 15,12A na forma hidratada. Apos o
processo de pilarizacio este espacamento aumenta para 18,62A, comprovando,
desta forma, que o processo de pilarizagao ocorreu.

800
700
600 -]
500 -]
400 -

300 -
PocoA

200

Intensidade (u.a.)

l\
M WNMWWMWWWWWMW
20

Figura 4. Difratograma de raios-X argilas Poco A e Poco A Pilarizada.(PILC)

A Tabela 5 apresenta as areas superficiais das argilas montmorillonitas
Poco A e Poco A Pilarizada. As areas foram determinadas através dos dados de
adsorcao de nitrogénio aplicando o método BET. A partir dos resultados
percebe-se que a eficiéncia no processo de pilarizacdo € considerada
satisfatéria uma vez que a area superficial da argila pilarizada aumenta
significativamente em relacdo ao da argila natural, sendo este aumento de

aproximadamente 3 vezes.
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Tabela 5. Area superficial especifica das argilas Pogo A e Poco A Pilarizada.

Amostras Area (m?/g)
Poco A 62,7
Poco A Pilarizada 196,9

4.1.2 Rendimento de imobilizagdo da lipase nas argilas

Para determinacdo da quantidade de proteina adsorvida durante o

processo de screening em cada suporte empregou-se 0 método de Bradford

(1976), através de andlises por espectrofotometria. Inicialmente realizou-se o

estudo cinético de adsorcdo analisando as aliquotas retiradas durante o

processo de imobilizacdo nos tempos de 0, 30, 60, 90 e 120 minutos, além das

solucdes de entrada e saida. Os resultados obtidos estdo apresentados nas

Figuras 5 e 6.
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Figura 5 Cinética de adsorcao da lipase comercial de pancreas suino em argilas.
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Figura 6. Quantidade da lipase comercial de pancreas suino em argilas, antes e
apos o processo de imobilizacao.

Ao analisar estes resultados, nota-se que todos os suportes argilosos
empregados mostraram-se eficientes ao processo de adsor¢cdo da enzima,
ocorrendo diminuicdo da quantidade de proteina presente na solucdo apos 120
minutos de imobilizac&o. Estes resultados estdo de acordo com alguns trabalhos
apresentados na literatura referentes a imobilizacdo de lipases em diferentes
argilas (Yesiloglu, 2004 e 2005; Rahman et al., 2005; Sanjay e Sugunan, 2006;
Gopinath e Sugunan, 2007; Meunier et al., 2010).

Os resultados obtidos referentes a quantidade de proteina adsorvida, o
rendimento da imobilizacdo e quantidade de lipase imobilizada no estudo de
imobilizacdo da lipase comercial Tipo Il em estado bruto obtida de pancreas
suino (EC 232-619-9) nas argilas empregadas no screening estdo apresentados

na Tabela 6.
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Tabela 6. Quantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e

guantidade de lipase imobilizada nas argilas.

Amostra Proteina Adsorvida Rendimento de Lipase imobilizada
(mg/mL) imobilizag&o (%) 9)

Argila KSF 2,1402 76,32 1,5340
Poca A 1,3622 52,01 1,0481
Argila K-10 0,8393 46,63 0,9367
Caulim 1-CR 2,0470 36,12 0,7270
Poco A Pil. 0,5747 29,98 0,6053
Caulim Reagen 0,5624 16,47 0,3320

Em relacdo a Tabela 6 percebe-se que o processo de imobilizacdo foi
mais eficiente para as argilas KSF, Pogco A e K-10, com rendimentos de
imobilizacdo superiores e proximos a 50% em relacdo a quantidade de enzima
utilizada no inicio do processo. Isto provavelmente se deve a maior afinidade da
enzima por estes suportes. Segundo Li et al. (2009) e Zhou et al. (2009), os
grupos hidroxilas livres presentes na superficie destes suportes podem formar
ligacbes pontes de hidrogénio com os grupos funcionais das cadeias laterais dos
aminoacidos da enzima, promovendo maior eficiéncia no processo de
imobilizacdo. Além destas forcas, uma fraca interacdo de forcas de Van der
Waals também pode auxiliar na adsor¢cao da enzima na superficie do suporte. As
interacdes hidrofobicas das moléculas enzima-suporte podem contribuir na
adsorcao por interacdes de partes hidrofébicas da lipase com a rede silica do
suporte (Yadav e Jadhav, 2005).

Os caulins possuem uma estrutura 1:1 neutra enquanto que as
montmorilonitas possuem uma estrutura 2:1 e alta CTC (capacidade de troca
catibnica), conduzindo ao favorecimento da imobilizacdo nas argilas
montmorillonita s.

Rahman et al. (2005) imobilizaram a lipase de Candida rugosa sobre
caulim natural, aplicando o método de adsorcéo. A determinacdo da quantidade
de proteina imobilizada foi realizada pelo método de Bradford (1976). Os autores
obtiveram resultados da ordem de 77% de retencdo da proteina sobre a

superficie do suporte.
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Outros autores utilizaram diferentes argilas para imobilizagao de lipases.
Como exemplo, Zamora et al. (2003) imobilizaram lacase a partir de Trametes
versicolor em montmorillonita KSF na sua forma natural e modificada com 3-
amino-propil-trieto-xisilano e glutaraldeido. Os autores obtiveram rendimentos de
imobilizacdo de 16 e 55% da enzima nestes suportes, respectivamente.

Gopinath e Sugunan (2007) e Sanjay e Sugunan (2006) imobilizaram as
enzimas a-amilase, glucoamilase e invertase em argila montmorillonita K-10
utilizando técnicas de adsorcdo e ligacdo covalente. Rendimentos de
imobilizacdo significativos foram obtidos através da analise por isotermas de
adsorcdo de nitrogénio (BET), através da observacdo de reducdo da area
superficial de 201 m?/g para 45, 15 e 10 m?/g apds imobilizacéo de cada enzima,
respectivamente.

Yesiloglu (2005) utilizou argila bentonita para imobilizagédo de lipase de
Candida rugosa por processo de adsorcdo, apresentando atividade enzimatica
de 30% apos imobilizacdo. Spagna et al. (1995) imobilizaram uma pectiniliase
comercial em bentonita obtendo um rendimento de imobilizacdo de 16% e
atividade enzimatica de 67U/g.

Chang et al. (2007) imobilizaram lipase de Candida rugosa em Celite por
adsorcao obtendo rendimento de atividade apds imobilizacdo de 34,1%. Zaidan
et al. (2010) utilizaram mica modificada com tratamento acido como suporte para
imobilizacdo da lipase de Candida rugosa, obtendo rendimento de imobilizacédo
superior a 78% e atividade especifica de 83U/mg de proteina. Meunier et al.
(2010) utilizaram diferentes tipos de Celite como suporte para imobilizacdo de
lipase comercial (Novozym 435) pela técnica de imobilizacdo sol-gel e obtiveram
indices de imobilizacdo de 60%. Secundo et al. (2008) imobilizaram a lipase de
Candida antarctica por adsorcdo em argilas beidelite com diferentes relacdes
Si/Al. Os resultados de imobilizac&do obtidos foram de 24% em pH 6 chegando a
35% em pH 7.

No caso da argila Poco A pilarizada, a regido interlamelar possui pilares
gue mantém a estrutura pilarizada, este processo de pilariza¢do diminui a CTC
da argila, o que poderia estar provocando uma diminuicdo do rendimento de

imobilizacdo, apesar do material pilarizado ser mais acessivel.
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4.1.3 Atividade catalitica de esterificacdo da lipase imobilizada em argilas

A atividade de esterificacdo da enzima livre e imobilizada nas argilas foi
determinada utilizando &cido oléico e etanol como substratos, conforme
metodologia descrita anteriormente. Os resultados obtidos nesta etapa s&o
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Atividade de esterificacdo da lipase comercial de pancreas suino na

forma livre e imobilizada em argilas.

Amostra Atividade de esterificagéo (U/g)
Enzima livre 739,69
Lipase imobilizada (Argila Pogo A Pil.) 154,61
Lipase imobilizada (Argila K 10) 152,24
Lipase imobilizada (Argila Pogo A) 129,13
Lipase imobilizada (Caulim Reagen) 28,89
Lipase imobilizada (Caulim 1 CR) 26,11
Lipase imobilizada (Argila KSF) 15,96

A literatura ndo apresenta muitos resultados referentes a atividade de
esterificacdo de lipases imobilizadas em argilas. Entretanto, Dave et al. (2006)
imobilizaram a lipase de Candida rugosa em um polimero de alcool polivinilico
(PVA), alginato e &cido borico. Segundo os autores, a lipase imobilizada
apresentou atividade de esterificacdo de 86% em comparacdo a enzima na
forma livre, em sistema utilizando acido hexandico e etanol como substratos.

Cabral et al. (2010) avaliaram a atividade de esterificacdo e estabilidade
operacional da lipase de Candida rugosa imobilizada em espumas de
poliuretano, obtendo 85,4 e 93,2% para cada parametro, respectivamente, com a
lipase imobilizada, aplicando etanol e acido butirico como substratos. Oliveira et
al. (2001) também realizaram o estudo cinético de esterificacdo em acido oléico
e etanol empregando lipase de Rhizomucor miehei imobilizada por adsor¢cédo em
Accurel EP700, obtendo um indice de conversdo de 80,17%. Segundo o0s
autores, o uso de enzimas imobilizadas pode levar a efeitos difusionais na

atividade por causa da presenca adicional da fase sélida no meio. Este problema
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pode ocorrer quando ha baixas concentracdes de acido oléico e etanol no
sistema reacional.

Zaidan et al. (2010) determinaram a atividade de esterificacdo utilizando
lipase de Candida rugosa imobilizada em mica modificada com tratamento &cido,
obtendo rendimentos de imobilizacédo de 40,6% e atividade de esterificacdo de
292,2U/g de suporte. Rahman et al. (2005) avaliaram a atividade de esterificagéo
da lipase de Candida rugosa imobilizada em caulim natural por adsor¢éo fisica,
obtendo um resultado de 77% de enzima imobilizada sobre o suporte e atividade
de esterificacdo de 90% em comparacédo a enzima livre, utilizando acido oléico e
1-butanol como substratos a temperatura de 50°C.

Em relacdo aos dados apresentados na Tabela 7 pode-se verificar uma
maior atividade catalitica de esterificacdo para enzimas imobilizadas nas argilas
poco A pilarizada e K-10. Este resultado pode estar provavelmente relacionados
as maiores areas superficiais destes suportes, conduzindo a maior
acessibilidade dos substratos ao sitio ativo da enzima, levando a maiores
atividades enzimaticas. Segundo Yesim e Yesiloglu (2005) algumas argilas,
como as bentonitas, ttm um enorme potencial para serem utilizadas como
adsorventes, devido ao seu baixo custo, uma vez que a mesma esta disponivel

naturalmente e possui uma elevada area superficial

4.2 Zeolitas

4.2.1 Caracterizacao parcial das zeolitas utilizadas na etapa de screening

Os materiais zeoliticos empregados na etapa de screening de suportes
para imobilizacdo da lipase de pancreas de porco foram: Zedlita Y, Zeolita ZSM-
22, Zedlita ITQ-2, Zedlita NaX, Zedlita ZSM-35, Zedlita ZSM-5 e Mordenita. A
Figura 7 apresenta os difratogramas de raios X das zeolitas citadas
anteriormente.

As zedlitas sdo solidos porosos cujo diametro de poros possui pequenas
variacfes e tém em sua composi¢cao atomos de silicio e aluminio, ligados por

atomos de oxigénio, arranjados em uma estrutura cristalina. Em geral, as
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zedlitas apresentam poros com abertura de 2 a 20A, e por esta razdo s&o
denominados materiais microporosos (Martinez, 2002; Giannetto et al., 2000).

Pela analise dos difratogramas obtidos neste trabalho com os da literatura
(Mignoni et al., 2006, 2007; Pergher et al., 2003, 2005; Detoni et al., 2006; Masih
et al., 2007; Fan et al., 2006), comprova-se as estruturas dos materiais zeoliticos
observando-se diferentes morfologias para os cristais, indicando a variedade de
estruturas.

A Tabela 8 apresenta as areas superficiais das zedlitas Y, ZSM-22, ZSM-
35, ZSM-5, NaX, ITQ-2 e Mordenita. As areas foram determinadas através do

método BET usando os dados de adsor¢do de nitrogénio.
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Figura 7. Difratograma de raios-X das zedlitas Y, ZSM-22, ZSM-35, NaX, ZSM-5

e Mordenita.
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Tabela 8. Area superficial especifica, diametro de poros e tipo de estrutura das
zeblitas Y, ZSM-22, ZSM-35, ZSM-5, NaX, ITQ-2 e Mordenita.

Amostras Area (m?/g) Diametro de poro A
Zeodlita Y 568 74x7,4
Zeollita ZSM 22 39 4,6 Xx5,7
Zedlita ZSM 35 277 54x4,2/4,8x3,5
Zeollita ZSM 5 364 5,1x55/53x5,6
Zedlita NaX 432 74x7,4
Zedlita ITQ-2 107 4,0 x 5,5 + mesop
Mordenita 146 7,0x6,5/5,2x2,6

4.2.2 Rendimento de imobilizacao da lipase nas zeolitas

As Figuras 8 e 9 apresentam os resultados da cinética de adsorcao da
lipase nas diferentes zedlitas empregadas. Através dos resultados pode-se
observar que o comportamento cinético de adsorcdo da lipase apresenta
oscilacdo em funcdo dos suportes zedliticos empregados, ocorrendo que a
imobilizacdo varia de forma similar com o tempo para cada zedlita, podendo-se
verificar que a enzima foi imobilizada de forma eficiente em todos os materiais
testados.

Os resultados obtidos em relacdo a quantidade de proteina adsorvida, o
rendimento da imobilizacdo e quantidade de lipase imobilizada no processo de
imobilizacdo nas zedlitas empregadas neste estudo estdo apresentados na
Tabela 9.
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Tabela 9. Quantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e

guantidade de lipase imobilizada nas zedlitas.

Amostra Proteina Adsorvida Rendimento de Lipase imobilizada
(mg/mL) imobilizag&o (%) 9)

Zeolita Y 0,3343 12,46 0,2504
Zeolita NaX 0,4879 16,35 0,3281
Mordenita 0,7063 18,12 0,3627
Zeolita ZSM 22 0,7069 19,98 0,4007
Zeolita ZSM 35 1,0857 26,54 0,5329
Zeolita ZSM 5 0,5921 34,38 0,6903
Zellita ITQ-2 2,1319 41,10 0,8320

Em relacdo aos resultados apresentados na Tabela 9 nota-se que entre
0s materiais zeoliticos empregados, as zedlitas ITQ-2, ZSM 35 e ZSM 5 podem
ser consideradas como melhores suportes para a imobilizacdo, com rendimentos
superiores a 25% em relacdo a quantidade de enzima utilizada no inicio do
processo.

Num contexto geral pode-se verificar que existem varios materiais
inorganicos empregados para imobilizacdo de lipases, entre eles as zedlitas
(Yagiz et al., 2007). No entanto, o amplo uso de diferentes substratos e suportes
zeoliticos conduz a uma enorme quantidade de dados quantitativos que nao
podem ser diretamente comparados com os obtidos neste trabalho. A aplicacao
do processo de adsorcdo para imobilizacdo de enzimas pode ser qualificado
como muito atrativo devido a sua simplicidade. Dessa forma, o uso de materiais
zeoliticos apresenta grande interesse, tendo em vista que as zedlitas possuem
propriedades potencialmente interessantes, tais como uma grande area
superficial (200 a 800m?/g), comportamentos hidrofilicos e hidrofébicos, podendo
apresentar interacdes eletrostaticas com a possibilidade de diferentes formas de
troca ibnica, além da caracteristica de resisténcia quimica e mecanica.
Vantagens adicionais como facilidade de dispersédo e recuperacdo, bem como
elevada capacidade de adsorcdo em agua também podem ser interessantes

para o uso destes materiais como suportes para imobilizacado de biomoléculas.
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Dessa forma, a composi¢ao estrutural e as variancias das peneiras
moleculares (zeolitas) oferecem uma poderosa ferramenta para otimizar as
propriedades do catalisador. A principal desvantagem no uso de zedlitas como
suporte consiste em suas pequenas dimensdes de poro. Levando em conta esta
caracteristica, pode-se verificar a dificuldade da enzima migrar para o interior
dos canais da matriz zeolitica, impedindo a total eficiéncia de sua imobilizacdo
nestes materiais. Tal fato foi observado nos resultados obtidos neste estudo.

Entretanto, uma abordagem interessante no emprego de zedlitas como
suporte para imobilizacdo de enzimas consiste no uso de zedlitas pilarizadas ou
deslaminadas (ITQ-2 e ITQ-6), as quais apresentam diametros de poros
superiores em relacdo as demais (Macario et al., 2005).

Como pb6de ser observado neste trabalho a zedlita ITQ-2 apresentou
melhor rendimento de imobilizag&do, provavelmente devido a mesma fornecer
maior acessibilidade da enzima comprovando, desta forma a influéncia da
estrutura na utilizacdo de zedlitas como materiais imobilizantes.

Segundo Macario et al. (2005) ao imobilizar uma lipase sobre suportes
inorganicos como zedlitas deve-se levar em consideracdo a hidrofobicidade do
suporte, além do efeito combinado desta variavel com as forcas de Van der
Walls ou forcas eletrostaticas, as quais influenciam diretamente a adsorcao das
enzimas no suporte.

Apesar dos bons resultados obtidos nesta etapa do trabalho, a literatura
aponta poucos trabalhos relacionados a imobilizacdo de lipases em zedlitas.
Vidinha et al. (2006) utilizaram a técnica de encapsulacdo sol-gel para
imobilizacdo de cutinase em zedlitas A e NaY obtendo um rendimento de
imobilizacdo de 41% e 75%, para cada suporte, respectivamente. Yagiz et al.
(2007) empregaram hidrotalcita e as zedlitas 13-X, 5A, FM-8 e AW-300 para
imobilizacdo da lipase Lipozyme-TL IM por adsorcao, obtendo as quantidades de
proteina adsorvidas de 13mg/g com eficiéncia de imobilizacdo de 95,8% para a
hidrotalicita e 9mg/g com eficiéncia de imobilizacdo de 56,1% para as zedlitas
empregadas (todas conduziram a comportamentos semelhantes). Frontera et al.

(2005) utilizaram silicalite-1 para imobilizacdo por adsorcao da lipase comercial
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de Rhizomucor miehei (Patalase), obtendo um rendimento de imobilizacdo de
59% e 228mg de lipase/g de suporte.

Macario et al. (2005) imobilizaram a lipase de Rhizomucor miehei em
zedlitas deslaminadas ITQ-2, ITQ-6, Na-Silicalite-1, H-Silicalite-1 e MCM-41
empregando processo de adsorgao. Os resultados de imobilizagdo obtidos para
estes materiais foram: 74% para o suporte Na-Silicalite-1, 66% H-Silicalite-1,
41% MCM-41, 27% ITQ-2 e 17% quando ITQ-6 foi utilizada como suporte.
Knezevic et al. (1998) imobilizaram a lipase de Candida cylindracea sobre zedlita
Y, obtendo um rendimento de imobilizacdo de 33% e 8,2mg/g de proteina
adsorvida. Tavolaro et al. (2007) imobilizaram albumina de soro bovino (BSA)
em zedlitas beta, Y e OH-Silicalite-1 por processo de adsor¢do com rendimentos
de imobilizagcdo de 79, 77 e 80,2%, respectivamente. Chang e Chu. (2007)
imobilizaram lisozima em zedlita NAY extrusada obtendo rendimento de

imobilizacao de 33,3%.

4.2.3 Atividade catalitica de esterificacdo da lipase imobilizada em zedlitas

No estudo da atividade catalitica de esterificacdo da lipase imobilizada
utilizou-se éacido oléico e etano como substratos. A avaliacdo da atividade
lipasica da enzima livre e imobilizada usando estes substratos foi realizada por
titulacdo com NaOH 0,02 mol/L até pH 11,0. Os resultados obtidos para a reagao
de esterificacdo sdo apresentados na Tabela 10.

De acordo com os dados apresentados na tabela, pode-se verificar uma
eficiéncia maior da atividade catalitica de esterificacdo para as zedlitas
mordenita com uma atividade de 107,25U/g, seguida pelas zedlitas ZSM 22
(52,72U/g) e ZSM 5 (51,13U/9).

Estes resultados mostram que a atividade é influenciada pela composicao
e porosidade dos materiais e ndo somente pela quantidade de enzima

imobilizada.
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Tabela 10. Atividade de esterificacdo da lipase comercial obtida de pancreas

suino livre e imobilizada em zedlitas.

Amostra Atividade de esterificagéo (U/g)

Enzima livre 739,69

Lipase imobilizada (Mordenita) 107,25
Lipase imobilizada (Zedlita ZSM 22) 52,72
Lipase imobilizada (ZSM 5) 51,13
Lipase imobilizada (Zedlita ITQ-2) 33,50
Lipase imobilizada (Zedlita NaX) 26,58
Lipase imobilizada (Zedlita ZSM 35) 24,67
Lipase imobilizada (Zedlita Y) 9,43

A literatura ndo apresenta muitos trabalhos relacionados a imobilizagéo de
lipases empregando zedlitas como suportes, principamente no que se refere ao
acompanhamento da atividade de esterificacdo. Dentre os trabalhos disponiveis
pode-se citar o de Abdullah et al. (2009), os quais empregaram zeélitas SBA-15
e SBA-15 amino-funcionalizada para imobilizacdo de lipase de Candida rugosa,
obtendo rendimentos de 76 e 86,6%, respectivamente e uma atividade
enzimatica de 90% no processo de esterificacdo empregando citronelol e acido
laurico como substratos. Zeng et al. (2009) empregaram hidrotalcita para
imobilizacdo da lipase obtida a partir de Saccharomyces cerevisiae por processo
de adsorcado, obtendo uma retencédo enzimatica de 95% e atividade lipasica de

cerca de 700U/g de suporte

4.3 Resinas de troca idnica

4.3.1 Caracterizacéo parcial das resinas utilizadas na etapa de screening

As resinas de troca ibnica empregadas na etapa de screening de suportes
para imobilizacdo da lipase obtida de pancreas suino foram Resina Amberlyst 36
e Resina Amberlite XAD-2. As resinas Amberlite-XAD podem apresentar
diferentes estruturas quimicas e grupos id6nicos funcionais caracteristicos. A
resina Amberlite XAD-2 é um co-polimero aromatico de estireno-divinil-benzeno
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de baixa polaridade (u 0,3) com uma estrutura hidrofébica (Spagna et al., 1995).
A resina Amberlyst 36 € um suporte &cido reticular de poliestireno-divinil-
benzeno do ion do acido sulfénico. Esta resina apresenta boas propriedades
fisicas e quimicas, tais como: porosidade, durabilidade e pureza, sendo
resistente a acidos concentrados, bases e solventes organicos, sendo
desenvolvida especialmente para catalise heterogénea e tendo, entre suas
aplicagoes, o] processo de hidratacao de olefinas
(www.dow.com/amberlyst/amberlyst 36wet. Acessado 16/08/2010).

A Figura 10 apresenta os difratogramas de raios X das resinas de troca
ibnica Amberlyst 36 e Amberlite XAD-2, onde se observa que sdo materiais de

estrutura amorfa.
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Figura 10. Difratograma de raios-X das resinas de troca idbnica Amberlite XAD-2
e Amberlyst-36.

A Tabela 11 apresenta as areas superficiais das resinas de troca ionica
Amberlyst 36 e Amberlite XAD-2. As areas foram determinadas através do
método BET empregando os dados de adsorcédo de nitrogénio. Observa-se que

a XAD2 possui area maior que a A-36.
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Tabela 11. Area superficial especifica das resinas de troca idnica Amberlyst 36 e
Amberlite XAD-2.

Amostra Area (m?/g)
Resina Amberlyst 36 (wet) 42,84
Resina Amberlite XAD-2 276,65

4.3.2 Rendimento de imobilizagdo da lipase nas resinas de trocaifnica

Assim como realizado para os suportes argilosos e zeoliticos, a
determinacdo da quantidade de enzima imobilizada durante o processo de
adsorcao fisica da lipase nos suportes em avaliacdo nesta etapa foi realizada
através de analise por espectrofotometria usando o método de Bradford (1976).
Assim como descrito para os demais suportes empregados anteriormente, foi
realizado um estudo cinético de adsorcdo em relacdo as aliquotas retiradas
durante o processo de imobilizacdo nos tempos de 0, 30, 60, 90 e 120 minutos,
além das solucdes de entrada e saida.

Tendo como base os dados obtidos nesta analise nos diferentes tempos,
foi possivel a construcdo do grafico do teor de proteina em funcdo do tempo de
imobilizacdo. As Figuras 11 e 12 apresentam estes resultados. Pela Figura 11 é
possivel verificar comportamentos cinéticos de adsorcdo semelhantes para as
duas resinas empregadas, ocorrendo em ambas a imobilizacdo da lipase. No
entanto, pode-se verificar que a resina de troca ibnica com caracteristica acida
conduziu a melhores resultados de imobilizacdo, apesar de possuir uma area

menor .
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Figura 11. Cinética de adsorcdo da lipase comercial de pancreas suino em
resinas de troca ionica.
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Figura 12. Quantidade da lipase comercial de pancreas suino em resinas de

troca ibnica antes e ap0s o processo de imobilizacao.
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A Tabela 12 apresenta os resultados relacionados a quantidade de
proteina adsorvida, o rendimento da imobilizacdo e a quantidade de lipase
imobilizada no processo de imobilizacdo da lipase comercial de pancreas suino

nas resinas de troca ionica.

Tabela 12. Quantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e

guantidade de lipase imobilizada nas resinas.

Amostra Proteina Rendimento de  Lipase imobilizada
adsorvida imobilizacao (%) (9)
(mg/mL)
Amberlyst 36 0,9031 39,25 0,7930
Amberlite XAD-2 0,4659 24,52 0,4965

Os resultados apresentados na Tabela 12 mostram que a resina de troca
ibnica com caracteristica acida (Amberlyst 36) demonstrou melhor capacidade
de imobilizacdo da lipase estudada em comparacdo a resina de troca ibnica
Amberlite XAD-2, a qual possui caracteristicas basicas, com um rendimento de
guase 40% em relacdo a quantidade de enzima utilizada no inicio do processo.
Isto parece sugerir que a caracteristica basica da resina reduz as interacfes
entre a enzima e a matriz do suporte. Além disso, a adsorcdo pode estar
ocorrendo predominantemente apenas na superficie externa do suporte devido
as grandes dimensdes moleculares da enzima em relacdo ao substrato ou
também as fortes interacdes hidrofobicas da enzima com a matriz, ocasionando
uma mudanca conformacional nas estruturas secundaria e terciaria da molécula
de proteina, diminuindo as interacdes entre 0s grupos aromaticos do suporte e
da enzima; ocorrendo, desta forma, um menor rendimento de imobilizacédo
comparado a resina acida Amberlyst 36.

Spagna et AL. (1995) utilizaram diferentes resinas acrilicas Amberlites
XAD (XAD 2, 4, 16, 7 e 8) para imobilizacdo de pectiniliase, obtendo diferentes
rendimentos de imobilizacdo (38, 30, 18, 20 e 12%) e diferentes atividades
enzimaticas (11,5; 2; 36; 190 e 22U/qg). Bagi et al. (1997) utilizaram diferentes

materiais (pérolas de poliacrilamida, polietileno tereftalato, alumina e Celite) para
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imobilizacdo de lipase de pancreas suino obtendo as quantidades de proteina
adsorvida de 145, 36, 31 e 32mg/g e atividades cataliticas de 21,87; 360, 86 e
75U/g. Gandhi et al. (1996) empregaram resinas de troca i6nica Indion 850 e
860, e Duolite A368 para imobilizacdo da lipase de Mucor miehei, obtendo
atividades lipasicas de 30, 10 e 17%, respectivamente.

4.3.3 Atividade catalitica de esterificacdo da lipase imobilizada em resinas de

trocaibnica

Assim como apresentado nos suportes empregados anteriormente para
determinacdo da atividade catalitica de esterificacdo da lipase imobilizada
utilizou-se acido oléico e etanol como substratos, conforme metodologia descrita
anteriormente. Os resultados obtidos na avaliagdo da atividade lipasica da
enzima livre e imobilizada para a reacédo de esterificacdo sdo apresentados na
Tabela 13.

Com relacdo aos dados apresentados na Tabela 13 percebe-se que
ambas as resinas utilizadas como suportes para imobilizacdo apresentaram boa
eficiéncia quanto a atividade catalitica de esterificacdo, percebendo-se um
pequeno aumento da atividade para a resina de troca ibnica (Amberlite XAD-2).
Isto provavelmente ocorreu devido a esta resina apresentar caracteristicas
basicas, havendo um menor consumo de NaOH durante o processo de titulacédo
e, neste sentido, dando maior acessibilidade da enzima aos substratos (acido

oléico/ etanol) durante o processo catalitico.

Tabela 13. Atividade de esterificacdo da lipase comercial obtida de pancreas

suino livre e imobilizada em resinas de troca idbnica.

Amostra Atividade de esterificacéo (U/g)
Enzima livre 739,69
Lipase imobilizada (Amberlite XAD-2) 146,02

Lipase imobilizada (Amberlyst 36) 126,16
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4.4 Oxidos e Zedblita MCM-22

4.4.1 Caracterizacdo parcial das aluminas e ze6lita MCM-22 utilizadas na etapa de

screening

As aluminas (6xidos) e zedlita MCM-22 com diferentes relagcdes Si/Al
empregadas para o estudo de screening de suportes para imobilizacao da lipase
obtida de péancreas suino foram aluminas comerciais ativadas com
caracteristicas &cida, basica e alumina neutra e zedlita MCM-22 com relacdes
Si/Al (1:15, 1:25 e 1:50). A Figura 13 apresenta os difratogramas de raios X das
aluminas comerciais e da zeélita MCM-22 com diferentes relacdes Si/Al. Através
da analise de difracdo de raios X das trés aluminas observa-se que os materiais
apresentam um difratograma caracteristico da alumina y, a qual é caracterizada
como um composto pouco cristalino, pois apresenta basicamente modula¢gdes
de intensidades fracas e difusas. Esse padréo de difracdo € compativel com o
modelo de rede aleatdria e tem sido atribuida a tendéncia de organizacéo a curta

distancia.
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Figura 13. Difratograma de raios-X das aluminas neutra, basica e acida e das
Zedlitas MCM-22 Si/Al (15, 25 e 50).

Os difratogramas das zeodlitas MCM-22 apresentaram difratogramas
tipicos da topologia MWW. Observa-se que com o aumento da relacdo Si/Al
ocorre um aumento da cristalinidade.

A Tabela 14 apresenta as areas superficiais das aluminas acida, basica e
neutra e das zedlitas MCM-22 com diferentes relacfes Si/Al (1:15, 1:25 e 1:50).
Os valores encontrados estdo de acordo com os da literatura, observa-se que as
zedlitas com estrutura MCM22 possuem &reas de aproximadamente 450m?/g e
as aluminas aproximadamente 140m2/g. A principal diferenca destes materiais é

sua composi¢ao quimica.
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Tabela 14. Area superficial especifica das aluminas &cida, basica e neutra e das
zedlitas MCM-22 com diferentes rela¢des Si/Al (1:15, 1:25 e 1:50).

Amostras Area (m?/g)
Alumina Acida 152
Alumina Basica 141
Alumina Neutra 126
Zedlita MCM 22 Si/Al 15 453
Zedlita MCM 22 Si/Al 25 448
Zedlita MCM 22 Si/Al 50 452

4.4.2 Rendimento de imobilizagao da lipase nas aluminas e zedélita MCM-22

A determinacéo da quantidade de enzima imobilizada durante o processo
de adsorcéo fisica da lipase nos suportes foi realizada através de analises por
espectrofotometria usando o método de Bradford (1976) a comprimento de onda
de 595nm. As aluminas ativadas sao produzidas a partir do hidroxido de
aluminio por processo de hidroxilizacéo, resultando em um material feito quase
gue totalmente de 6xido de aluminio. O resultado deste processo € um material
altamente poroso com elevada area superficial, podendo chegar a 200m?/g,
possuindo, dessa forma, uma larga variedade de aplicagdes como adsorvente e
em processos cataliticos envolvendo adsorcéo. As Figuras 14 e 15 apresentam
os resultados obtidos nesta etapa. A analise destas figuras permite verificar que
0 comportamento cinético de adsorcdo da lipase nos suportes foi semelhante
para todos os materiais empregados, ocorrendo desta forma um processo de
imobilizacdo eficiente tanto nas aluminas quanto nas zedlita MCM-22 com
diferentes relacdes Si/Al. Entretanto, ao se comparar os dois grupos de materiais
percebe-se que a alumina neutra e a zeodlita MCM-22 Si/Al (1:25) apresentaram

as maiores quantidades de proteina adsorvida.
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A Tabela 15 apresenta os resultados relacionados a quantidade de
proteina adsorvida, o rendimento da imobilizacdo e a quantidade de lipase
imobilizada no processo de imobilizacdo da lipase comercial de pancreas suino
em aluminas ativadas acida, basica e alumina neutra e zedlita MCM-22 com

diferentes relagdes Si/AL.

Tabela 15. Quantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e

guantidade de lipase imobilizada nas aluminas e zedlita MCM-22.

Amostra Proteina Rendimento de Lipase imobilizada
adsorvida imobilizacao (%) (9)
(mg/mL)
Alumina Neutra 2,1858 68,27 1,3740
Alumina Acida 0,6720 25,18 0,5072
Alumina Basica 0,9879 22,65 0,4566
MCM 22 Si/Al 25 0,9950 24,24 0,4862
MCM 22 Si/Al 15 0,2831 10,14 0,2038
MCM 22 Si/Al 50 0,2704 9,43 0,1883

Os resultados apresentados na Tabela 15 mostram que as aluminas
demonstraram uma melhor capacidade de imobilizacdo da lipase estudada em
comparacao com a zeolita MCM-22 com diferentes relacdes Si/Al, entretanto a
alumina neutra pode ser considerada o melhor suporte para imobilizacao,
alcancando um rendimento de imobilizacdo de 68% em relacdo a quantidade de
enzima utilizada no inicio do processo.

Padmini et al. (1993) imobilizaram a lipase de Candida lipolytica por
processo de adsorcdo sobre alumina, obtendo um rendimento de imobilizacao
de 69% em relacdo a quantidade de enzima inicial utilizada, valor préximo ao
obtido neste trabalho. Yiu et al. (2001) utilizaram peneiras moleculares
mesoporosas (MCM-41, MCM-48 e SBA15) para a imobilizacdo de tripsina, com
uma eficiéncia de absorcdo da enzima de mais de 90% para todos 0s suportes
empregados. Dumitriu et al. (2003) utilizaram MCM-22 e MCM-36 para a

imobilizacao de lipase de Candida antarctica B. Os rendimentos de imobilizacao
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sobre a superficie externa dos materiais obtidos foram de 20mg/g para MCM-22
e apenas 4mg/g para MCM-36.
Como forma de ilustracdo, a Figura 16 apresenta 0 esquema de

imobilizacdo de lipases em materiais mesoporosos (Dumitriu et al., 2003).

Mesoporo

Microporo

Camada
zeolitica

Figura 16. Esquema de imobilizacdo de lipases por adsorcdo em materiais

mesoporosos (Dumitriu et al., 2003).

Como pode-se verificar na figura acima, no processo de adsorcao a
enzima penetra nas cavidades mesoporosas do suporte se ligando aos seus

grupos silanais.

4.4.3 Atividade catalitica de esterificagdo da lipase imobilizada em aluminas e
zeolita MCM22

Na atividade -catalitica de esterificacdo da lipase imobilizada nos
diferentes suportes empregou-se também neste caso acido oléico e etanol como
substratos e os resultados obtidos através da titulacdo da amostra com NaOH
0,02mol/L até pH 11,0. Os resultados obtidos para a reacéo de esterificacdo sdo

apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16. Atividade de esterificagcdo da lipase comercial obtida de pancreas
suino livre e imobilizada em aluminas ativadas acida, basica e neutra e zedlita

MCM-22 com diferentes relagdes Si/Al.

Amostra Atividade de esterificacao (U/g)
Enzima livre 739,69
Lipase imobilizada (Alumina Neutra) 118,67
Lipase imobilizada (Alumina Acida) 0
Lipase imobilizada (Alumina Basica) 0
Lipase imobilizada (MCM 22 Si/Al 25) 91,81
Lipase imobilizada (MCM 22 Si/Al 50) 21,43
Lipase imobilizada (MCM 22 Si/Al 15) 8,79

Tendo em vista os dados apresentados na Tabela 16 percebe-se uma
eficiéncia maior da atividade catalitica de esterificagdo quando da utilizacdo de
alumina neutra como suporte, com uma atividade de 118,67U/g. Acredita-se que
a alumina em sua forma neutra, durante o processo de imobilizacdo, forneca
uma boa transferéncia de massa na distribuicdo da lipase sobre a superficie do
suporte, impedindo, desta forma, a agregacao de particulas da enzima em uma
Unica porcao do suporte e ajudando na sua dispersdo no meio reacional de
esterificacao.

Por outro lado, a enzima imobilizada em aluminas ativadas acida e basica
nao apresentou atividade catalitica, provavelmente devido as suas
caracteristicas acida e basica. Em relacdo a zeodlita MCM-22 Si/Al 25, pode-se
observar que a mesma apresentou uma boa atividade de esterificacdo com uma
atividade de 91,81U/g. Em comparacdo com as outras duas zeodlitas (MCM-22
Si/Al 50 e MCM-22 Si/Al 15) empregadas neste estudo, pode-se perceber que a
guantidade de aluminio presente na estrutura zeolitica influencia
significativamente na acessibilidade da enzima aos substratos (acido oléico/

etanol) durante o processo catalitico.
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4.5 Resinas poliméricas

4.5.1 Caracterizagdo parcial das resinas poliméricas utilizadas na etapa de

screening

As resinas poliméricas (Accurel) empregadas para o estudo de screening
de suportes para imobilizacdo da lipase obtida de pancreas suino foram Accurel
XP100, MP100, XP200 e MP1000. A Figura 17 apresenta os difratogramas de
raios X das resinas poliméricas empregadas nesta etapa do trabalho. Observa-
se que as resinas possuem alguns picos de difracdo apresentando uma certa
cristalinidade. Observam-se semelhancas estruturais principalmente entre as
Accurel XP-100 e MP100; e alguma semelhanca com a Accurel MP1000. A
Accurel XP-200 apresentou picos de difragcdo bem diferenciados das anteriores,
indicando uma estrutura diferente. As areas superficiais determinadas foram
relativamente pequenas, 8,91m?g para a Accurel MP-100 e 37,90m?/g para a
MP-1000.

A Tabela 17 apresenta as areas superficiais das resinas poliméricas
Accurel XP100, MP100, XP200 e MP1000. As areas foram determinadas através

do método de area superficial especifica por adsor¢céo de nitrogénio (BET).
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Figura 17. Difratograma de raios-X das resinas poliméricas Accurel XP100,

MP100, XP200 e MP1000.

Tabela 17. Area superficial especifica das resinas poliméricas Accurel XP100,

MP100, XP200 e MP1000.

Amostras Area (m°/g)
Accurel XP-100 ND
Accurel MP-100 8,91
Accurel XP-200 ND

Accurel MP-1000 37,90

ND (ndo determinado).
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4.5.2 Rendimento de imobilizagao da lipase nas resinas poliméricas

O estudo cinético de adsorcdo da lipase nas diferentes resinas
poliméricas foi realizado através da analise do teor de proteina das aliquotas
retiradas durante o processo de imobilizagédo nos tempos de 0, 30, 60, 90 e 120
minutos, além das solu¢des de entrada e saida. Através dos dados obtidos
pdde-se construir o grafico do teor de proteina em funcdo do tempo de reacao.
As Figuras 18 e 19 apresentam os resultados obtidos nesta etapa.

Através da analise destas figuras pode-se verificar que o comportamento
cinético de adsorcéo da lipase nas diferentes resinas poliméricas foi semelhante
para todos os materiais testados, tendo ocorrido a imobilizagdo da lipase em
todas as resinas poliméricas avaliadas nesta etapa. Entretanto, ao comparar as
guatro resinas poliméricas percebe-se que a resina Accurel XP200 e MP1000

apresentaram as maiores quantidades de proteina adsorvidas.
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Figura 18. Cinética de adsorcdo da lipase comercial de pancreas suino em

resinas poliméricas.
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Figura 19. Quantidade da lipase comercial de pancreas suino em resinas

poliméricas, antes e ap0s o0 processo de imobilizacao.

Os resultados obtidos referentes a quantidade de proteina adsorvida, o

rendimento da imobilizacdo e quantidade de lipase imobilizada nas resinas

poliméricas (Accurel) empregadas na etapa de screening de suportes para

imobilizacdo da lipase comercial obtida de pancreas suino estdo apresentados

na Tabela 18.

Tabela 18. Quantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e

guantidade de lipase imobilizada nas resinas poliméricas.

Amostra Proteina Rendimento de Lipase imobilizada
adsorvida imobilizacéo (%)
(mg/mL)

Accurel MP1000 0,6825 36,76 0,7372
Accurel XP200 0,7918 34,62 0,6960
Accurel XP100 0,4285 20,32 0,4073
Accurel MP100 0,3813 10,29 0,2064
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Os resultados apresentados na Tabela 18 mostram que entre as resinas
poliméricas estudadas, a Accurel MP1000 e XP200 demonstraram uma boa
capacidade de imobilizacdo da lipase, alcancando rendimentos de imobilizacao
superiores a 34% em relacdo a quantidade de enzima utilizada no inicio do
processo. Isso deve-se a uma maior estabilidade em funcdo das interacdes
quimicas e fisicas entre o0 suporte estudado e as moléculas de enzima,
auxiliando também em uma dispersdo mais homogénea da enzima sobre a
superficie do suporte, conduzindo assim a um processo mais efetivo de
imobilizagdo. A Accurel MP100 apresentou o menor rendimento, provavelmente
devido a sua baixa area superficial bem como a uma menor interacdo entre as
moléculas da enzima e a matriz do suporte.

Segundo Villeneuve et al. (2000), as resinas poliméricas como Accurel
EP100 (atualmente Accurel MP1000), constituidas por polipropileno e materiais
contendo grupos hidrofébicos de ligacdes como octil-agarose sao exemplos de
suportes que vém se destacando como sendo apropriados a imobilizacdo de
lipases. Dentre os trabalhos encontrados na literatura pode-se citar o de
Kaewthong et al. (2005), os quais imobilizaram a lipase PS (Amano) em suportes
Accurel. Os autores obtiveram rendimentos de 37,16% empregando Accurel
EP100 (<200um) e 31,10% em Accurel EP100 (200-400um). Estes resultados
da literatura podem ser considerados comparaveis aos obtidos neste trabalho
para 0 mesmo suporte.

Menoncin et al. (2009) utilizaram Accurel EP100 e carvdo ativado para
imobilizacdo de uma lipase bruta microbiana produzida por Penicillium
verrucosum por processo de adsorcdo, apresentando retencdo de 368,1 e
382,5% e rendimentos de imobilizacdo de 11,7 e 30,4%, para cada um dos
suportes, respectivamente. Kartal et al. (2009) imobilizaram lipase de pancreas
suino em resina glidicil metacrilato incorporado em PVA e apenas em PVA. Apés
0 processo de imobilizacdo as atividades enzimaticas obtidas foram de 66 e
25U/mg e rendimentos de 58 e 22%, respectivamente. Serralha et al. (2004)
utilizaram a resina polimérica Accurel PA6 e zedlita Y para imobilizacdo de
cutinase, obtendo as melhores atividades especificas de 15,2U/mg para a resina

e 25,1U/mg para a zedlita. Gongalves et al. (1997) também utilizaram os
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mesmos suportes testados aqui, obtendo rendimentos de imobilizacdo de 69%
na zeolita e 30% na Accurel. As atividades hidroliticas para estes suportes foram
de 91,7 e 111U/g, respectivamente. Yang et al. (2006) imobilizaram lipase de
Candida sp. 99-125 em diferentes resinas poliméricas macroporosas (NKA9,
AB8, H103, D4020 e NKA) por método de adsorcdo. Os rendimentos de
imobilizacdo obtidos pelos autores foram respectivamente de 16,84; 62,06;
84,13; 65,80; e 72,85%; apresentando atividades de 10,5; 38,9; 16,9; 63,8 e

26U/g de resina, respectivamente.

4.5.3 Atividade catalitica de esterificacdo da lipase imobilizada em resinas

poliméricas

No estudo da atividade lipasica de esterificacdo da enzima livre e
imobilizada empregando os suportes Accurel XP100, MP100, XP200 e MP1000
foram usados os substratos acido oléico e etanol e a atividade de esterificacédo
foi determinada conforme metodologia descrita anteriormente. Os resultados
obtidos para a reacao de esterificacdo obtidos nesta etapa sdo apresentados na
Tabela 19. Com relacdo aos dados apresentados na Tabela 19 percebe-se que
a lipase adsorvida sobre a resina polimérica Accurel XP100 apresentou a maior
atividade catalitica de esterificacdo em comparagdo com as outras trés resinas.
Pode-se portanto inferir que a Accurel XP100 proporcionou maior acessibilidade
da enzima aos substratos (acido oléico/ etanol), conduzindo a maiores atividades

de esterificacédo.

Tabela 19. Atividade de esterificacdo da lipase comercial obtida de péancreas

suino livre e imobilizada em resinas poliméricas.

Amostra Atividade de esterificacédo (U/g)
Enzima livre 739,69
Lipase imobilizada (Accurel XP-100) 109,73
Lipase imobilizada (Accurel MP-100) 77,59
Lipase imobilizada (Accurel XP-200) 73,95

Lipase imobilizada (Accurel MP-1000) 58,20
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Entretanto, ao se comparar os rendimentos de imobilizacdo para o0s
mesmos suportes percebe-se que a Accurel XP-200 e MP-1000 apresentaram
atividades de esterificacdo com comportamento inverso aos rendimentos
obtidos.Provavelmente este comportamento deva-se ao fato de a enzima
apresentar uma forte ligacdo quimica ou atracdo eletrostatica com esses
suportes, que acabaram nao liberando a enzima para o meio reacional durante o

processo de medida de atividade de esterificago.

4.6 Otimizacédo do processo de imobilizagéo

Ap6s o estudo de imobilizacdo enzimética, quantificacdo de proteina e
analise da atividade de esterificacdo da lipase imobilizada utilizando os 25
diferentes suportes subdivididos em argilas, zedlitas, oxidos, resinas de troca-
ibnica e resinas poliméricas, trés suportes foram selecionados para estudos de
otimizacdo do processo de imobilizacdo, todos pertencentes ao grupo das
argilas.

Segundo alguns autores (Secundo et al., 2008; Kloprogge et al., 1999;
Yesiloglu, 2005), entre os varios suportes inorganicos utlizados para a
imobilizacdo de enzimas, mais especificamente lipases, as argilas e materiais
relacionados apresentam propriedades potencialmente interessantes, tais como
comportamento hidrofébico ou hidrofilico, interacbes eletrostaticas, resisténcia
mecanica, quimica e bacteriana, para sua aplicacdo como suporte para
imobilizacdo de biomoléculas.

Outra vantagem do uso de argilas como suportes para imobilizacdo
consiste na presenca de grupos silanol que, ap6s ativacéo por diferentes grupos
funcionais, atuam como sitios de ligacéo para espécies bioativas.

Além disso, as argilas possuem a possibilidade de serem sintetizadas,
podendo, dessa forma, fornecer uma série reprodutivel de materiais inorganicos
sélidos cujas propriedades fisicas e/ou quimicas podem ser alteradas de forma
sistematica para identificar o suporte inorganico mais adequado para uma
determinada aplicagdo como suporte biocatalitico.

Por essa razdo, a sintese de algumas argilas como bentonitas e

esmectitas torna-se um assunto de relevancia cientifica, devido a producéo de
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argilas com alta pureza quimica e a capacidade de ajustar a sua composicao e
estrutura para as mais diversas aplicagcbes tais como: clarificagdo de tintas e
6leos minerais, fabricacdo de cosméticos e produtos farmacéuticos e, no caso
particular deste estudo, a imobilizacdo de lipases. Segundo Yesiloglu (2005) a
bentonita € uma matriz barata para a imobilizacdo de enzimas e tem sido
frequentemente utilizada para esse fim. Além do seu baixo custo, a bentonita
possui varias vantagens para utilizacdo como suporte, incluindo a sua baixa
toxicidade e reatividade quimica, permitindo, facilmente, desta forma, a fixacéo e
permanéncia das enzimas sob sua estrutura.

A bentonita € uma particula de argila mineral composta de 2 folhas
tetraédricas de Si e uma central octaédrica de Al, unidas entre si por atomos de
oxigénio comuns as folhas. Apresenta uma granulometria muito fina (inferior a
0,03% do grao meédio da caulinita) que geralmente aumenta de volume de modo
substancial em meio aquosos. Consiste principalmente de montmorillonita (de 60
a 80%), podendo conter outras argilas em menor proporgcédo (normalmente, ilita e
caulinita) além de quartzo, feldspatos, pirita ou calcita (Rossetto et al., 2009).

A Tabela 20 apresenta o confronto de dados obtidos na etapa anterior,
gue levaram a selecado dos trés suportes empregados na etapa de otimizacdo do

processo de imobilizacdo da lipase de pancreas de porco.

Tabela 20. Rendimento de imobilizacdo X Atividade de esterificacdo — Etapa de

screening de suportes para imobilizacdo da lipase de pancreas de porco.

Amostra Rendimento de Atividade de Esterificacao
Imobilizacao (%) (U/g)
Argila KSF 76,32 15,96
Alumina Neutra 68,27 118,67
Argila Poco A 52,01 129,13
Argila K-10 46,63 152,25
Amberlyst 36 39,25 126,16
Argila Poco A Pil. 29,98 154,61

Amberlite XAD-2 24,52 146,03
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Os suportes selecionados para otimizagdo do processo de imobilizacéo
da lipase foram: Argila montmorillonita KSF, Argila montmorillonita natural Pogo
A e Argila montmorillonita  Pogo A pilarizada. Estes materiais foram
selecionados tendo em vista os melhores resultados obtidos na etapa de
screening de suportes, como sendo: KSF como suporte que conduziu ao melhor
rendimento de imobilizacdo; Po¢co A Pilarizada como suporte relacionado a
melhor atividade de esterificacdo e Pogo A como tendo bom rendimento de
imobilizacao e atividade de esterificacao significativa.

4.6.1 Otimizacé&o de variaveis dos suportes selecionados

Para a otimizacéo do processo de imobilizacdo da lipase de pancreas de
porco nos trés suportes selecionados anteriormente, avaliou-se, nesta etapa, o
efeito do tempo de imobilizacdo e a relagcdo enzima/suporte. Os tempos de
imobilizacdo estudados foram 60, 120 e 180 minutos. As relacdes
enzima/suporte (g/g) empregadas no estudo foram 2:2, 2:1 e 2:0,5.

Rendimento de imobilizacdo da lipase nas argilas em diferentes tempos e
relacbes enzima:suporte

Durante o estudo de imobilizacdo dos suportes selecionados realizou-se a
retirada de aliquotas nos tempos iniciais e finais de imobilizacdo, além da
retirada de aliquotas das solucdes de entrada e saida para determinacdo da
guantidade de enzima imobilizada durante o processo, do teor de proteina
adsorvido e rendimento de imobilizacdo, conforme metodologias descritas
anteriormente.

A Tabela 21 e Figura 20 apresentam os dados referentes a relacao
enzima/suporte 2:1 (g/g). Observa-se que a argila montmorillonita Poco A
apresenta um aumento no rendimento de imobilizacdo com relacdo ao aumento
de tempo. Nas argilas KSF e Poco A Pilarizada este mesmo comportamento nao
foi verificado, devido haver uma possivel saturacdo da enzima na capacidade de

adsorcao do suporte.
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Tabela 21. Quantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e

guantidade de lipase

imobilizacao, utilizando relagédo enzima:suporte de 2:1.

imobilizada nas argilas em diferentes tempos de

Amostra Tempo Proteina Rendimento de Lipase
(min) Adsorvida Imobilizacdo  Imobilizada (g)
(mg/mL) (%)
Poco A 60 0,5864 14,22 0,2850
Poco A 120 1,0531 23,93 0,4798
Poco A 180 1,1262 26,17 0,5237
Poco A Pil. 60 0,8633 18,64 0,3739
Poco A Pil. 120 1,3922 33,87 0,6784
Poco A Pil. 180 0,703 26,53 0,5335
KSF 60 0,8253 27,52 0,5512
KSF 120 0,5662 20,31 0,4070
KSF 180 0,7513 26,64 0,5343
Proteina X Rendimento X Lipase
Imobilizada (2:1)
35 1 M POCOA 602:1
jg | mPOCOA 1202:1
o POCOA 1802:1
15 - POCOA PIL. 602:1
10 - POCOA PIL. 1202:1
5 - POCOA PIL. 1802:1
0 : - W KSF602:1
ASORVDA  DE  moBLzaps " KSF1202:
(mg/mL)  IMOBILIZAGAO ) m KSF1802:1
(%)

Figura 20. Quantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e

guantidade de lipase imobilizada nas argilas em diferentes tempos, utilizando

relacdo enzima:suporte de 2:1.
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A Tabela 22 e Figura 21 apresentam os dados referentes a quantidade de
proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e quantidade de lipase
imobilizada para os trés suportes empregados nesta etapa nos diferentes
tempos de imobilizacdo e relagdo enzima/suporte 2:0,5 (g/g). Observa-se que
em todas as argilas ocorreu a saturacdo da enzima na superficie dos suportes
apos 120 minutos de imobilizacdo. Tal comportamento provavelmente ocorreu
devido a grande quantidade de enzima empregada na relacdo estudada.
Segundo os resultados apresentados apés 120 minutos, a enzima é liberada de
volta ao meio reacional. Ao comparar as trés argilas no tempo de 120 minutos
de imobilizacdo percebe-se que o melhor rendimento de imobilizacdo foi
observado para a argila Poco A Pilarizada, fato relacionado a maior area

superficial deste suporte comparado aos demais.

Tabela 22. Quantidade de proteina adsorvida , rendimento de imobilizacéo e
guantidade de lipase imobilizada nas argilas em diferentes tempos de

imobilizacao, utilizando relacédo enzima:suporte de 2:0,5.

Amostra Tempo Proteina Rendimento de Lipase
(min) Adsorvida Imobilizacao Imobilizada
(mg/mL) (%) (9)

Poco A 60 0,7537 11,77 0,2365
Poco A 120 2,2210 32,52 0,6508
Poco A 180 0,6385 22,82 0,4590
Poco A Pil. 60 0,4443 20,87 0,4190
Poco A Pil. 120 0,7628 38,23 0,7672
Poco A Pil. 180 0,8339 32,38 0,6483
KSF 60 0,7922 27,92 0,5597
KSF 120 0,9124 30,22 0,6056

KSF 180 0,3355 11,30 0,2262
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Proteina X Rendimento X Lipase Imobilizada
(2:0,5)
40 -~ B POCOA602:0,5
35 -
mPOCOA 1202:0,5
30 -
25 POCOA 180 2:0,5
20 POCOA PIL. 602:0,5
iz | POCOAPIL. 1202:0,5
5 . m POCOA PIL. 1802:0,5
0 ; SoesTeese, B KSF602:0,5
PROTEINA RENDIMENTO LIPASE
ABSORVIDA DE IMOBILIZADA (g) KSF120 2:0,5
(mg/mL) IMOBILIZACAO m KSF1802:0,5
(%)

Figura 21. Quantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacédo e
guantidade de lipase imobilizada nas argilas em diferentes tempos, utilizando

relacdo enzima:suporte de 2:0,5.

A Tabela 23 e Figura 22 apresentam os resultados em relacdo a
guantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e quantidade de
lipase imobilizacdo para os trés suportes empregados nos diferentes tempos de
imobilizacéo e relacdo enzima:suporte 2:2 (g/g)

Observa-se que ocorre um aumento gradativo do rendimento de
imobilizacdo em relacdo ao tempo para as argilas Poco A e Poco A Pilarizada,
devido a relacdo enzima/suporte ser neste caso equiparavel (mesma quantidade
de enzima e suporte havendo uma melhor distribuicdo da enzima sobre a
superficie dos suportes). Com relacdo a argila KSF o maior rendimento de
imobilizacédo foi alcancado ja primeira hora de imobilizacdo. Apds esse periodo
ocorre um processo de dessorcao, através da liberacdo da enzima presa no
suporte para o meio reacional. Ao comparar a quantidade de enzima imobilizada
nos trés suportes nos tempos de 120 e 180 minutos percebe-se que a argila
Poco A pilarizada apresentou maior rendimento de imobilizacdo, provavelmente
devido ao fato de apresentar uma maior area superficial, como sera apresentado

posteriormente.
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Tabela 23. Quantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e

guantidade de lipase imobilizada nas argilas em diferentes tempos relagao 2:2.

Amostra Tempo Proteina Rendimento de Lipase
(min) Adsorvida Imobilizacdo  Imobilizada (g)
(mg/mL) (%)

Pocgo A 60 0,6033 17,62 0,3529
Poco A 120 0,7464 19,83 0,3974
Poco A 180 1,2518 29,74 0,5962
Poco A Pil. 60 0,5400 20,47 0,4103
Poco A Pil. 120 0,6045 21,94 0,4397
Poco A Pil. 180 0,7573 33,09 0,6637
KSF 60 0,7989 34,76 0,7004
KSF 120 0,5772 15,77 0,318
KSF 180 0,2992 12,70 0,2543

Proteina X Rendimento X Lipase
Imobilizada (2:2)
35 B POCOA 60 2:2
30 :
35 W POCOA 1202:2
20 :
2 POCOA 1802:2
10 POCOAPIL. 602:2
5 T
0 - - - - POCOA PIL. 1202:2
& D
& o0 ¥ mPOCOA PIL. 1802:2
K3 N N W KSF602:2
» 9
0&\‘ & @é\ KSF1202:2
& R m KSF1802:2

Figura 22. Quantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e
guantidade de lipase imobilizada nas argilas em diferentes tempos, utilizando

relacdo enzima:suporte de 2:2.
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A literatura mostra que o tipo de suporte empregado, a quantidade de
enzima utilizada e o tempo de contato enzima/suporte apresentam grande
influéncia nos rendimentos de imobilizacdo. Tzialla et AL. (2010) imobilizaram a
lipase de Candida antarctica sobre argilas esmectitas (Laponita, SWy-2 e
Kunipia). Os melhores rendimentos de imobilizagdo obtidos para as trés
esmectitas foram de 85% (laponita), 83% (Kunipia) e 83% (SWy-2) e a
guantidade de proteina imobilizada nestes trés suportes ficaram em torno de
17%. Li et al. (2009, 2009) empregaram zedlitas SBA15 tipo fibra e bastdo como
suporte para a imobilizacdo de lipase de pancreas suino, obtendo atividades
enzimaticas de 155,37 e 34,03U/g, respectivamente, em pH 7, e rendimentos de
imobilizacdo entre 8,9 e 10,1% nos tempos de 2 e 3 horas de imobilizagéo,
chegando até a rendimentos de adsorcao de 50% num periodo de 12 horas de
imobilizacdo, entretanto com menores atividades enziméticas (decaindo de
214,76U/g em 3 horas de imobilizacdo para 47,67U/g apés 12 horas de
imobilizagdo) mostrando, assim, como nos resultados obtidos neste trabalho
gue, dependendo do tipo de suporte empregado e quantidade de enzima
utilizada, o rendimento de imobilizagdo aumenta com o tempo até atingir um
ponto de saturacdo como demonstrado nas Tabelas 21 e 22.

Como forma de compilacdo dos resultados apresentados na etapa de
otimizacdo do processo em termos do rendimento de imobilizacdo, a Tabela 24
apresenta os resultados comparativos em ordem decrescente em relacdo a
guantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e quantidade de
lipase imobilizada para os trés suportes empregados, nos diferentes tempos de
imobilizacdo e relacbes enzima/suporte (g/g). Ao comparar todos os tempos de
imobilizacdo e relacbes enzima/suporte das trés argilas empregadas percebe-se
um comportamento variado no rendimento da imobilizac&o, fato esperado uma
vez que foram correlacionadas diferentes condicbes de adsorcao (tempo e
guantidade de enzima). Entretanto, a argila Po¢co A Pilarizada conduziu a bons
rendimentos de imobilizacdo em todas as variacbes enzima/suporte e nos
tempos de 120 e 180 minutos. Este resultado esta relacionado, provavelmente, a

elevada area superficial, boa capacidade de adsorcao e maior interacao quimica
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com a enzima, relacionado a uma ligacdo mais forte da enzima com 0S grupos

hidrofébicos ligantes do suporte.

Tabela 24. Quantidade de proteina adsorvida, rendimento de imobilizacdo e
guantidade de lipase imobilizada nas argilas em diferentes tempos de

imobilizacao e relagdes enzima:suporte.

Amostra Tempo Relagao Proteina Rendimento Lipase
(min) enzima:suporte  Adsorvida Imobilizagdo  Imobilizada
(mg/mL) (%) (@)

Poco A Pil. 120 2:0,5 0,7628 38,23 0,7672
KSF 60 2:2 0,7989 34,76 0,7004
Poco A Pil. 120 2:1 1,3922 33,87 0,6784
Poco A Pil. 180 2:1 0,7573 33,09 0,6637
Pogo A 120 2:0,5 2,2210 32,52 0,6508
Poco A Pil. 180 2:0,5 0,8339 32,38 0,6483
KSF 120 2:0,5 0,9124 30,22 0,6056
Poco A 180 2:2 1,2518 29,74 0,5962
KSF 60 2:0,5 0,7922 27,92 0,5597
KSF 60 2:1 0,8253 27,52 0,5512
KSF 180 2:1 0,7513 26,64 0,5343
Poco A Pil. 180 2:1 0,7030 26,53 0,5335
Pogo A 180 2:1 1,1262 26,17 0,5237
Poco A 120 2:1 1,0531 23,93 0,4798
Poco A 180 2:0,5 0,6385 22,82 0,4590
Poco A Pil. 120 2:2 0,6045 21,94 0,4397
Poco A Pil. 60 2:0,5 0,4443 20,87 0,4190
Poco A Pil. 60 2:2 0,5400 20,47 0,4103
KSF 120 2:1 0,5662 20,31 0,4070
Poco A 120 2:2 0,7464 19,83 0,3974
Poco A Pil. 60 2:1 0,8633 18,64 0,3739
Poco A 60 2:2 0,6033 17,62 0,3529
KSF 120 2:2 0,5772 15,77 0,3180
Poco A 60 2:1 0,5864 14,22 0,2850
KSF 180 2:2 0,2992 12,70 0,2543
Poco A 60 2:0,5 0,7537 11,77 0,2365

KSF 180 2:0,5 0,3355 11,30 0,2262
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Dessa forma, a argila Pogco A Pilarizada apresenta grande potencial para
ser utilizada como suporte para imobilizacédo de lipases, apresentando-se como
um adsorvente de baixo custo, disponivel naturalmente e apresentando alta

capacidade de expanséo.

Atividade de esterificacéo da lipase imobilizada nas argilas em diferentes tempos
e relagbes enzima/suporte

A determinacao da atividade catalitica da lipase imobilizada nos suportes
selecionados foi realizada conforme metodologia descrita anteriormente. A
avaliacdo da atividade de esterificacdo da enzima imobilizada usando &cido
oléico e etanol como substratos foi realizada por titulacdo com NaOH 0,02mol/L
até pH 11,0. Os resultados obtidos nesta etapa nos diferentes tempos estudados
e relacdo suporte:enzima 2:1 (g/g) sao apresentados na Figura 23.

ATIVIDADE DE ESTERIFICACAO (2:1)

250,56
233,75

250 A EPOGOAGB02:1

EPOGOAL1202:1
200 A

157,37 EPOCOA1802:1
150 - = POCO APIL 60 2:1
EPOCO APIL. 120 2:1
Jeq 8098 90,14 G
100 - : .
EPOCO APIL. 180 2:1

46,66 45,93
39,37 KSF 60 2:1

50 -
KSF1202:1

KSF1802:1

Atividade de esterificagdo (U/g)

POGO POGO POGO POGO POGO POGO KSFB0 KSF  KSF
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Figura 23. Atividade de esterificacdo da lipase imobilizada nas argilas em

diferentes tempos, utilizando relagdo enzima:suporte 2:1.

A Figura 24 apresenta os resultados de atividade -catalitica de
esterificacdo da lipase imobilizada nas argilas montmorillonitas nos diferentes

tempos estudados e relacao suporte:enzima 2:0,5 (g/9).
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Figura 24. Atividade de esterificacdo da lipase imobilizada nas argilas em

diferentes tempos, utilizando relagdo enzima:suporte 2:0,5.

Os resultados referentes a atividade de esterificacdo da lipase imobilizada

nas argilas em diferentes tempos de imobilizacdo e relacdo enzima:suporte 2:2

(9/g) sdo mostrados na Figura 25.
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Figura 25. Atividade de esterificacdo da lipase imobilizada nas argilas em

diferentes tempos, utilizando relagdo enzima:suporte 2:2.
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A Tabela 25 apresenta os resultados comparativos, referentes as trés
figuras apresentadas anteriormente, em ordem decrescente de atividade
catalitica de esterificagdo da lipase imobilizada nos suportes argilosos Poco A
natural, Poco A pilarizada e KSF nos diferentes tempos de imobilizagéo e

relacdes enzima:suporte.

Tabela 25. Atividade de esterificacdo da lipase imobilizada nas argilas em
diferentes tempos de imobilizacédo e relagdes enzima:suporte.

Tempo Relacao

Amostra (min) enzinzgilzt;porte Est@?i:‘/i?azda% Oéf) 9
Poco A 180 2:1 250,56
Poco A 120 2:1 233,75
KSF 180 2:2 178,50
Poco A 60 2:1 157,37
Poco A 180 2:.0,5 155,84
Poco A Pil. 60 2:2 145,85
Poco A Pil. 180 2:2 142,92
Poco A Pil. 120 2:2 110,84
Poco A Pil. 180 2:.0,5 107,92

Poco A 120 2:0,5 105,42

KSF 180 2:.0,5 99,69

Poco A 120 2:2 97,78
Poco A Pil. 180 2:1 90,14
Poco A Pil. 120 2:1 80,98
Poco A Pil. 60 2:1 76,40
Poco A 60 2:2 70,28

KSF 120 2:0,5 68,70

Poco A 180 2:2 48,89
Poco A Pil. 60 2:0,5 48,89

KSF 120 2:1 46,66

KSF 180 2:1 45,93

KSF 60 2:2 41,76

Poco A Pil. 120 2:0,5 39,37

KSF 60 2:1 39,37
Poco A 60 2:.0,5 33,62

KSF 120 2:2 21,55

KSF 60 2:0,5 13,12

4.6.2 Comparagao entre o rendimento de imobilizacdo e a atividade catalitica da

lipase imobilizada nas diferentes argilas

A Tabela 26 apresenta uma compilacdo geral dos resultados obtidos

by

referentes a atividade de esterificacdo da lipase imobilizada nos suportes

e
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argilosos e o rendimento de imobilizagdo em cada material, nos diferentes

tempos de imobilizacdo e relagcdes enzima:suporte (g/g) estudados.

4.6.3 Caracterizacdo dos suportes pré-selecionados: Argila montmorillonita KSF,
Argila montmorillonita natural Pogco A e Argila montmorillonita Pogo A
pilarizada

Nesta etapa, uma caracterizagdo mais aprofundada dos materiais
empregados como suporte de imobilizagdo na otimizagdo do processo foi
realizada. As analises foram realizadas nas seguintes condi¢cdes experimentais,
de acordo com os melhores resultados obtidos e apresentados nos itens
anteriores:

- Argila montmorillonita natural Poco A, 180 minutos de imobilizagéo,
razao massica 2:1 (enzima:suporte),

- Argila montmorillonita Poco A calcinada e pilarizada, 60 minutos de
imobilizacdo, razdo massica 2:2 (enzima:suporte) e,

- Argila montmorillonita comercial KSF, 180 minutos de imobilizacao,
razao massica 2:2 (enzima:suporte).

As andlises empregadas para este estudo de caracterizacdo foram
Difracdo de Raios-X, Microscopia Eletrénica de Varredura, Analise Textural por
Adsorcéo de N, , Espectroscopia de Infravermelho e Andlise Termogravimétrica.

Os resultados obtidos nestas analises sdo apresentados a seguir.
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Tabela 26. Rendimento de imobilizacdo versus Atividade de esterificacdo da

lipase imobilizada nas argilas em diferentes tempos de imobilizacao e relacdes

enzima:suporte.

Amostra Rendimento Amostra Atividade de

Material Tempo Imobilizagéo Material Tempo Esterificagéo
Relac&o enzima:suporte (%) Relagéo (U/g)

enzima:suporte

Poco A Pil. 120 2:0,5 38,23 Poco A 180 2:1 250,56
KSF 60 2:2 34,76 Poco A 120 2:1 233,75
Poco A Pil. 120 2:1 33,87 KSF180 2:2 178,5
Poco A Pil. 180 2:2 33,09 Poco A 60 2:1 157,37
Poco A 120 2:0,5 32,52 Poco A 180 2:0,5 155,84
Poco A Pil. 180 2:0,5 32,38 Poco A Pil. 60 2:2 145,85
KSF 120 2:0,5 30,22 Poco A Pil. 180 2:2 142,92
Poco A 180 2:2 29,74 Poco A Pil. 120 2:2 110,84
KSF 60 2:0,5 27,92 Poco A Pil. 180 2:0,5 107,92
KSF 60 2:1 27,52 Poco A 120 2:0,5 105,42
KSF 180 2:1 26,64 KSF 180 2:0,5 99,69
Poco A Pil. 180 2:1 26,53 Poco A 120 2:2 97,78
Poco A 180 2:1 26,17 Poco A Pil. 180 2:1 90,14
Poco A 120 2:1 23,93 Poco A Pil. 120 2:1 80,98
Poco A 180 2:0,5 22,82 Poco A Pil. 60 2:1 76,40
Poco A Pil. 120 2:2 21,94 Poco A 60 2:2 70,28
Poco A Pil. 60 2:0,5 20,87 KSF 120 2:0,5 68,70
Poco A Pil. 60 2:2 20,47 Poco A 180 2:2 48,89
KSF 120 2:1 20,31 Poco A Pil. 60 2:0,5 48,89
Poco A 120 2:2 19,83 KSF 120 2:1 46,66
Poco A Pil. 60 2:1 18,64 KSF180 2:1 45,93
Poco A 60 2:2 17,62 KSF 60 2:2 41,76
KSF 120 2:2 15,77 Poco A Pil. 120 2:0,5 39,37
Poco A 60 2:1 14,22 KSF 60 2:1 39,37
KSF180 2:2 12,70 Poco A 60 2:0,5 33,62
Poco A 60 2:0,5 11,77 KSF 120 2:2 21,55
KSF180 2:0,5 11,30 KSF 60 2:0,5 13,12
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Espectroscopia de Infravermelho

A Figura 26 apresenta os espectros de infravermelho da lipase livre, do
suporte Argila Poco A calcinada e pilarizada e da lipase imobilizada neste
suporte por 60 minutos e razdo massica enzima:suporte de 2:2.

Na espectroscopia de infravermelho a presenca de certas bandas
vibracionais esta relacionada com a caracteristica de grupos funcionais,
auxiliando na identificacdo qualitativa de determinadas amostras (Tres et al.,
2010).
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Figura 26. Espectros de infravermelho da lipase livre, do suporte Argila Poco A
calcinada e pilarizada e da lipase imobilizada neste suporte por 60 minutos e

razao massica enzima:suporte de 2:2.

A andlise do espectro de infravermelho da lipase livre, do suporte e da
lipase imobilizada permite verificar a presenca de uma banda em 3300cm™ nos
espectros da enzima em sua forma livre e imobilizada. Esta banda refere-se a
estiramento de grupos (NH) presentes em ligac6es peptidicas, tipicas de
enzimas. Observa-se também a presenca de uma banda em torno de 1635cm™
de carbonila com menor intensidade em ambos 0s espectros, caracterizando

uma deformacé&o angular simétrica no plano de grupo (NH).
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Segundo Silverstein e Webster (2000) todas as amidas primarias mostram
uma banda de deformacgdo angular de NH, bastante aguda em solucao diluida
com uma freqiéncia menor do que a banda de C=0. Esta banda tem de metade
a um terco da intensidade da banda C=0O e quando presente em sélidos em
suspensdo ou pastilhas essa banda ocorre entre 1660 e 1620cm™. Desta forma,
com a presenca das bandas em 3300cm™ e 1635cm™, tanto no espectro de
infravermelho da lipase quanto no suporte imobilizado conclui-se o processo de
imobilizacdo demonstrou-se eficiente. A titulo de ilustracdo foi apresentado
somente o espectro de infravermelho relativo a enzima imobilizada em argila
Poco A calcinada e pilarizada. Porém, o comportamento apresentado nesta
figura foi também evidenciado nos suportes e na lipase imobilizada em argilas
KSF e Poco A.

Andlise Textural por Adsorcéo de Na.
A Tabela 27 apresenta a area superficial especifica das argilas utilizadas
como suporte para imobilizacéo, da lipase livre e das lipases imobilizadas nos

diferentes materiais.

Tabela 27. Area superficial especifica (BET) para as amostras de argilas (KSF,

Poco A natural, Poco A calcinada e pilarizada) e lipase livre e imobilizada.

Amostra Tempo Razdo massica Area(m°/g) Diametro de
(min) enzima:suporte Poro (A)

Lipase Livre - - 1,06 52,06
Argila KSF - - 13,14 38,77
Argila Poco A natural - - 58,04 38,60
Argila Poco A calc. pil. - - 226,84 38,40
KSF imobilizada 180 2:2 11,35 38,51
Poco A natural 180 2:1 4,10 65,22
Poco A pilarizada 60 2:2 5,87 51,86

Ao comparar as areas superficiais dos suportes antes e apds processo de

imobilizacdo da lipase, percebe-se uma diminuicdo significativa da area nos
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suportes contendo a enzima imobilizada, indicando assim a aderéncia da enzima
nas cavidades do suporte e 0 sucesso de sua imobilizacdo em todos 0s suportes
empregados. Percebe também que ocorreu um aumento no didmetro de poro
das argilas Poco A e Poco A Pilarizada, fato provavelmente devido a entrada da
enzima na estrutura de ambas as argilas, ocorrendo uma modificacdo

conformacional destas argilas.

Microscopia Eletronica de Varredura

A lipase comercial de péancreas suino foi analisada por Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV), como apresentado na Figura 27, onde pode-se
observar que a enzima em seu estado fundamental (lipase livre) possui uma
morfologia variada, particulas de varios tamanhos com uma aparéncia amorfa e

uma estrutura na forma de “fibras” de comprimentos variados.

& ol \ AccV Spot Magn Det WD F———— 5um
AccV Spot Magn Det WD s ) pm 20.0kV 40 5000x SE 89
20.0kv 40 1250x BSE 89

Figura 27. Micrografia da lipase livre de pancreas suino.

A Figura 28 apresenta a micrografia da argila KSF. Esta argila possui
estrutura lamelar, entretanto sua obtencdo ocorre através de um tratamento

acido, no qual ocorre esfoliacdo da amostra.
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AccV SpotMagn Det WD —— 20um AccV Spot Magn  Det WD f——— 5mm
200kv 40 1250x SE 86 20.0kV 4.0 5000x SE 86

Figura 28. Micrografia da Argila montmorillonita comercial KSF.

Através da analise da Figura 28 pode-se observar agregados em faces
arestas indicando que o material se encontra desorganizado devido ao
tratamento acido, incrementando, desta forma, sua acessibilidade e,
consequentemente, sua area superficial.

Apbs o processo de imobilizacdo da lipase comercial de pancreas suino
na argila KSF (Figura 29), observa-se uma amorfitizacao da superficie, indicando
gue a imobilizacéo ocorreu de forma satisfatoria, podendo-se observar também a

presencga de “fibras”, como na micrografia da lipase livre.
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20.0kV 4.0 1250x BSE 86 20.0kV 4.0 5000x SE 86
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Figura 29. Micrografia da lipase imobilizada em argila montmorillonita comercial
KSF, apdés 180 minutos de imobilizacdo, utilizando razdo massica

enzima:suporte de 2:2.
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A argila natural Poco A natural apresenta uma morfologia lamelar tipica de
argilas montmorillonitas, como pode ser observado na Figura 30, sendo o
material composto por lamelas de diferentes tamanhos.

Esta argila apds processo de imobilizacdo com a enzima no tempo de 180
minutos numa relacdo de 2g de enzima para 1g de argila (Figura 31) manteve a
estrutura lamelar, apresentando lamelas menores, indicando uma certa

esfoliacdo decorrente do processo de imobilizacao.
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. 200KV 40 500x  BSE 85 [ ZO&kV 40 5000x BSE 85
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V) 4 & ]
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Figura 30. Micrografia da Argila montmorillonita natural Poco A.

Entretanto, em analise comparativa com a micrografia da enzima em sua
forma livre, ndo houve indicios da presenca de fibras que apareciam na lipase,
indicando, desta forma, que o0 processo de imobilizacdo ocorreu
preferencialmente na superficie interna da argila. Entretanto, podem-se observar
alguns aglomerados que podem ser indicios da lipase imobilizada na superficie
externa da argila.

A Figura 32 apresenta a micrografia da argila natural Poco A apds o
processo de pilarizacdo e calcinacdo onde observa-se que a morfologia lamelar
foi mantida, em concordancia com os resultados de difracdo de raios X e area

superficial, que indicam que o processo de pilarizacdo ocorreu.
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AccV SpotMagn Det WD 1 10um

AccV  Spot Magn ! 200KV 4.0 2500x BSE 7.7
200kV 40 500x

AccY SpotMagn Det WD F——— &5um
20.0kV 40 5000x BSE 7.7

Figura 31. Micrografia da lipase imobilizada em argila montmorillonita natural

Poco A apés 180 minutos de imobilizacdo e razdo massica enzima:suporte de
2:1.

sy

AccV SpotMagn Det WD 1 20m AccV Spot Magn  Det WDAIF—| 5 pum
200kv 40 1250x SE 89 20.0kv 40 5000x BSE 88 B

Figura 32. Micrografia da argila montmorillonita Poco A calcinada e pilarizada.

Esta argila pilarizada e calcinada foi também submetida ao processo de

imobilizacdo da enzima comercial de pancreas suino. A analise das micrografias
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antes e ap0s o processo de imobilizacado permitiu verificar uma modificacdo na
morfologia do material. Ao comparar ambas as micrografias (Figura 32 e Figura
33), percebe-se o aparecimento também das “fibras” e particulas amorfas como
havia sido evidenciado na micrografia da enzima livre, indicando, desta forma,

gue a lipase foi imobilizada com sucesso na argila pilarizada.

20.0kV 4.0 2500x BSE 8.7

| 4 ﬁ TN
e :
AccV SpotMagn Det WD 1 10um AccVY Spot Magn  Det WD 5 um

20.0kV 4.0 5000x BSE 86
™ 7 2

-
s .
= e ”

Figura 33. Micrografia da lipase Imobilizada em argila montmorillonita Poco A
calcinada e pilarizada, apos 60 minutos de imobilizacdo, utlizando razéo

massica enzima:suporte de 2:2.

Difracao de Raio-X

A Figura 34 apresenta os difratogramas de Raio-X da lipase livre, da
argila montmorillonita KSF comercial e da lipase imobilizada neste suporte apos
180 minutos de imobilizacdo e razdo massica enzima:suporte de 2:2. Observa-
se gue a estrutura da argila KSF se mantém apds a imobilizacao, indicando que
a incorporacdo da lipase ocorreu sem modificar a estrutura da argila. Nao se
observam picos referentes a enzima livre, indicando que a mesma ficou

imobilizada na argila e ndo se encontra numa mistura fisica com a argila.
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Figura 34. Difratogramas de Raios-X da lipase livre, da argila montmorillonita
KSF comercial e da lipase imobilizada em argila montmorillonita comercial KSF

apos 180 minutos de imobilizacdo e razdo massica enzima:suporte de 2:2.

A Figura 35 apresenta os difratogramas de Raio-X da lipase livre, da
argila Poco A natural e da lipase imobilizada neste suporte apés 180 minutos de
imobilizacdo e razdo massica enzima:suporte de 2:1. Observa-se que apoés o
processo de imobilizagcdo da enzima na argila natural ocorre um deslocamento
do pico 001 para angulos menores, indicando que a enzima estd na regiao
interlamelar da argila e provoca a expansao das laminas e, conseqientemente,
um aumento do espacamento basal. Na argila, apos o processo de imobilizacéo,
nao se observam picos referentes a enzima, indicando que a mesma se

encontra na regiao interlamelar e ndo como uma mistura fisica com a argila.
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Figura 35. Difratogramas de Raios-X da lipase livre, argila montmorillonita Poco
A natural e lipase imobilizada em argila montmorillonita natural Pogo A apos 180

minutos de imobilizacdo e razdo massica enzima:suporte de 2:1.

A Figura 36 apresenta os difratogramas de Raio-X da lipase livre, da
argila montmorillonita Poco A comercial pilarizada e da lipase imobilizada neste

suporte apo6s 60 minutos de imobilizacédo e razdo enzima:suporte de 2:2.
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Figura 36. Difratogramas de Raios-X da lipase livre, argila montmorillonita Poco
A calcinada e pilarizada e lipase imobilizada em argila montmorillonita Poco A
calcinada e pilarizada apés 60 minutos de imobilizacdo e razdo massica

enzima:suporte de 2:2.
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No caso da argila pilarizada, ndo se observa o deslocamento do primeiro
pico (001) pois a estrutura se encontra pilarizada, o espagamento interlamelar
encontra-se fixo pela inser¢cdo dos pilares. A argila ndo pode ser expandida.
Entretanto, observa-se que a enzima encontra-se na regido interlamelar, uma
vez que ndo se observam picos referentes a enzima livre. Na argila KSF nao
ocorre deslocamento no pico 001, por que 0 mesmo € pouco intenso e este
material encontra-se desorganizado, a imobilizagdo ocorre na regiao interlamelar
mas mantém o material desorganizado, por iSso ndo ocorre a expansao da argila

e consequente deslocamento do pico 001.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 CONCLUSOES

ApGs a realizacdo do estudo de imobilizacdo da lipase de pancreas suino em
25 diferentes suportes inorganicos, pode-se concluir que:

- A caracterizagdo parcial dos suportes mostrou diferencas significativas entre eles
em termos de area superficial, didmetro de poros e morfologia;

- As caracteristicas do suporte influenciaram fortemente a quantidade de enzima
adsorvida, os rendimentos de imobilizagéo e a atividade de esterificagdo da enzima

imobilizada.

- Na etapa de screening de suportes:

- As argilas KSF, Poco A e Poco A pilarizada apresentaram potencial para
utilizacdo como agentes imobilizantes da lipase de pancreas de porco, em termos de
rendimento de imobilizacéo e atividade de esterificacdo da enzima imobilizada;

- Rendimentos de imobilizacdo de 76,32 e 52,01% foram obtidos para as
enzimas imobilizadas na Argila KSF e Argila Poco A, respectivamente;

- Atividades de esterificacdo de 154,61 e 129,13U/g foram obtidos para as

enzimas imobilizadas em Argila Poco A pilarizada e Argila Poco A, respectivamente.

- Na etapa de otimizacdo do processo de imobilizacdo nos trés suportes pré-
selecionados no screening:

- Rendimentos de imobilizacdo de 38,23% foram obtidos utilizando a argila
Poco A pilarizada como suporte, apos 120 minutos de imobilizacdo e relacdo
massica enzima:suporte de 2:0,5;

- Atividades de esterificacdo de 250,56U/g foram obtidas utilizando a argila
Poco A como suporte, apos 180 minutos de imobilizacdo e relagdo massica

enzima:suporte de 2:1.
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- Os resultados obtidos neste trabalho podem contribuir para o desenvolvimento de

processos de imobilizacdo de lipases utilizando suportes de baixo custo.

De forma geral, pode-se concluir que a estrutura dos suportes influi
significativamente no processo de imobilizagdo de enzimas e, conseqientemente,
em suas atividades cataliticas. A area superficial, tamanho de poros e composi¢cao

guimica sdo parametros importantes neste processo de imobilizacéo.

5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

ApoOs a andlise dos resultados obtidos no decorrer deste trabalho, pode-se

sugerir como trabalhos futuros:

- Otimizar o processo de imobilizacédo utilizando outros suportes apontados como de
interesse na etapa de screening;

- Avaliar o tratamento préevio dos suportes antes do processo de imobilizacéo;

- Avaliar a estabilidade da enzima imobilizada nos diferentes suportes frente ao
armazenamento em baixas temperaturas;

- Caracterizar parcialmente as lipases imobilizadas nos trés suportes apontados
como potenciais (Argila KSF, Poco A e Poco A pilarizada) em termos de temperatura
e pH otimos; temperatura e pH de estabilidade e especificidade frente a varios
substratos (acidos graxos e alcodis);

- Confrontar os dados de caracterizacdo parcial das enzimas imobilizadas nos
diferentes suportes com os da enzima na forma livre;

- Imobilizar enzimas ndo comerciais, seguindo a metodologia definida neste trabalho.
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