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RESUMO

Este trabalho teve por objetivos utilizar suportes hidrofoébicos e hidrofilicos para imobilizar
lipases de Burkholderia cepacia LTEB11. Além disso, visou empregar as lipases em reagdes
de sintese de ésteres através de esterificagdo, interesterificacdo e transesterificacdo em meios
aquo-restritos. Dentre 10 suportes disponiveis para a imobilizagdo, Accurel EP 100
(polipropileno) foi selecionado para os estudos em biocatalise por apresentar a melhor
eficiéncia de imobilizagdo e boa retengdo da atividade na hidrolise do pNPP (palmitato de p-
nitrofenila) em n-heptano. Apos a selecdo do suporte, o procedimento de imobilizagdo foi
inovado através da “simultanea producdo e imobilizacdo de lipases” (SPIL). O processo SPIL
foi estudado por delineamento fatorial 3 fracionario com trés repeti¢des no ponto central. As
variaveis independentes estudadas foram: tempo (h) de adicdo do suporte, concentragdo de
suporte (g.L'l) e concentragdo (%, v/v) de 6leo de oliva no meio de cultura. A nova
metodologia de imobilizacdo, aliada aos estudos por delineamento fatorial, foi viavel, pois
possibilitou um aumento da atividade da enzima imobilizada de 1,0 U.mg” pela metodologia
convencional para 2,6 U.mg. Nos estudos de biocatalise, comparou-se a produgio do oleato
de etila utilizando a enzima livre e imobilizada em dois sistemas reacionais: contendo n-
heptano e o etanol como solvente. Para o primeiro, foi observado que o melhor resultado (95
% de conversdo em éster, 1 h) foi obtido quando se utilizou a enzima imobilizada por SPIL.
Para o segundo, foi obtido 77,5% e 77,4% de éster, respectivamente para as duas preparagdes
imobilizadas pelo processo convencional e por SPIL e de apenas 38% para a enzima livre,
apos 48 h de reagdo. Para as reacdes de interesterificacdo foi estudado a tiposseletividade (em
n-heptano) da lipase imobilizada. Nas reacOes entre a tricaprilina (TC8:0) e TAGs
(triacilglicerdis) contendo residuos acilicos saturados de 4 a 18 carbonos, os estudos
mostraram que a eficiéncia catalitica aumentou com a diminui¢do da cadeia carbonica, sendo
a porcentagem de interesterificacdo ¢ a atividade especifica maior para a tributirina (TC4:0)
(2880 U.mg” ¢ 86% respectivamente) ¢ menor para a triestearina (TC18:0) (368 U.mg”' ¢
40%). Nos estudos do efeito da insaturagdo da cadeia, feitas com 0 a 3 insaturagdes, a
atividade especifica da enzima diminuiu com o aumento do numero de insaturagdes na cadeia:
foi maior e praticamente igual para a triricinoleina [TC18:1 A’ (OH)] (1144 U.mg'1 ) e
trilinoleina (TC 18:2 A9,12) (1056 U.mg'l) e menor para a trilinolenina (TC 18:3 A9’12’15) (432
U.mg'l). Quando se avaliou a porcentagem de interesterificacdo em 24 h, o maior rendimento
foi obtido com a (TC 18:2 A*'?) (67%). Para as reagdes de transesterificagio, utilizou-se o
6leo de mamona para a producao de ésteres (etilicos e metilicos) sem co-solvente. A partir da
reagdo de etanolise, estudou-se a influéncia da atividade de 4gua do biocatalisador (ay),
quantidade de enzima, razdo molar, temperatura e adi¢do do etanol em duas etapas. O melhor
resultado, foi de 96% de produgdo de ésteres etilicos em 8 h de rea¢do para um sistema sem
controle da a,, com 150 mg de enzima (400 U), razdo molar 6leo:alcool 1:3, temperatura de
30 °C e adicdo do etanol em uma etapa. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a
lipase de B. cepacia LTEBI11, apds a imobilizacdo em Accurel, apresentou maior atividade
catalitica. Além disso, sua alta estabilidade em solventes orgdnicos e versatilidade para
catalisar diferentes reagcdes com transferéncia de grupos acila, torna-a interessante para
aplicacdes em biocatalise.
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ABSTRACT

The aims of this work were, firstly, to study the immobilization of lipases of Burkholderia
cepacia LTEB11 on hydrophobic and hydrophilic supports and, secondly, to use the
immobilized lipases in esterification, interesterification and transesterification reactions in
water-restricted systems for the production of esters. Amongst ten supports, Accurel EP100
(polypropylene) gave the highest immobilization efficiency and the highest pNPP-
hydrolyzing activity in n-heptane. A novel immobilization method, denoted “Simultaneous
Production and Immobilization of Lipases” (SPIL), was developed. A 3* factorial experiment
with three repetitions of the central point was used to optimize this method. The independent
variables were the time of addition of the support, the concentration of support added and the
concentration of olive oil in the culture medium. These optimization studies enabled an
increase in the specific activity of the immobilized preparation from 1.0 U.mg'l, obtained for
conventional post-cultivation immobilization on Accurel, to 2.6 U.mg”. In the studies of
biocatalysis, the synthesis of ethyl oleate was compared using free enzyme, conventionally
immobilized enzyme and enzyme immobilized by the SPIL method. Two solvents, n-heptane
and ethanol, were used in different reactions. In the n-heptane system the best result (a 95%
ester yield in 1 h) was obtained using enzyme immobilized by the SPIL method. Similar ester
yields were only obtained after 3 h with the conventionally immobilized enzyme and after 4 h
with the free enzyme. After 48 h in the ethanol system, both the conventionally immobilized
enzyme and that immobilized by the SPIL method gave a 77% yield, while the free enzyme
gave a yield of only 38%. In interesterification reactions the typoselectivity for fatty acid
chain size was studied using tricaprylin (TC8:0) and triacylglycerols containing saturated acyl
groups from 4 to 18 carbons. The catalytic efficiency increased with decrease in length of the
acyl chain, with the percentage of interesterification and the specific activity being greatest
for tributyrin (TC4:0) (86% and 2880 U.mg™', respectively) and lowest for tristearin (TC18:0)
(40% and 368 U.mg"). The specificity of the immobilized enzyme for unsaturations was
studied using tricaprylin and triacylglycerols C18 with 0 to 3 unsaturations. The specific
activity decreased with increase in the number of unsaturations: high values were obtained for
triricinolein (TC18:1 A’ (OH), 1144 U.mg") and trilinolein (TC 18:2 A”'?, 1056 U.mg™),
while a low value was obtained for trilinolenin (TC 18:3 A™'*", 432 U.mg'l). The highest
percentage interesterification at 24 h was obtained with trilinolein (67%). For the
transesterification reactions, ethanolysis of castor bean oil was studied, without any co-
solvent. The effects of the water activity, the amount of enzyme, the oil to alcohol molar ratio
and the temperature were studied, as well as the addition of ethanol in two stages. The best
result, with a 96% ethyl ester yield in 8 h, was obtained with a reaction system without
control of water activity, with 150 mg of enzyme (400 U), a 1:3 oil to alcohol molar ratio, a
temperature of 30 °C and with a single addition of ethanol. This work has demonstrated that
the lipase of B. cepacia LTEBI1 shows a greater catalytic activity after immobilization in
Accurel. Further, the versatility of this enzyme in catalyzing different acyl transfer reactions
makes it interesting for applications in biocatalysis.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de enzimas vem crescendo nos ultimos anos em diferentes campos de
aplicacdo, tais como a industria quimica, farmacéutica, cosmética ou de alimentos. As
pesquisas dos ultimos anos levaram a uma melhor compreensdo do comportamento catalitico
das enzimas e, juntamente com a engenharia molecular, conduziram as novas aplicacdes de
varias enzimas como, por exemplo, proteases, acilases, oxidase, amilases, glicosidases,
celulases e lipases (Villeneuve, 2007). A respeito das lipases (E.C.3.1.1.3 triacilglicerol éster
hidrolases), as aplicagdes t€ém destaque na sintese de produtos de interesse nas areas clinica,
nutricional, ambiental, industrial e biotecnologica, como por exemplo: a) na industria
6leoquimica, para a hidrolise e interesterificacdo regiosseletiva de 6leos e gorduras e sintese
de biosurfactantes; b) na sintese de poliésteres biodegradaveis; c) na industria farmacéutica,
na sintese de intermedidrios de produtos biologicamente ativos, como o naxopreno e
ibuprofeno e na resolugdo de misturas racémicas, como a sintese do Atenolol, medicamento
usado no tratamento de hipertensdo; d) na industria de alimentos: sintese de aromas, sintese
do aspartame e na maturagdo de queijos; ) na industria de cosméticos: na sintese de €steres
como o palmitato de isopropila (emoliente em produtos para a pele e 6leos para banho) e f)
producdo de biodiesel (Singh et al., 2008; Hasan et al., 2000).

Lipases tém sido utilizadas amplamente em meios ndo-aquosos ou aquo-restritos,
devido a sua alta habilidade catalitica em solventes organicos, disponibilidade comercial,
estereoseletividade e possibilidade de utilizacdo em larga escala de pH e temperatura (20 a 70
°C) (Pilissdao e Nascimento, 2006). Mas o conhecimento sobre a atuagdo destas ¢ de outras
enzimas em meios organicos ¢ ainda bastante limitado, quando comparado com o que se
conhece sobre a atuagdo de enzimas em fase aquosa (Persson et al., 2002a). O ambiente

natural e biologico das enzimas ¢ o meio aquoso, sendo que os fundamentos da enzimologia



em meio ndo-aquosos foram estabelecidos muito recentemente ¢ mesmo assim, ainda resta
muito a esclarecer (Krieger et al., 2004; Klibanov, 2001; Lima ¢ Angnes, 1999).

Apesar da alta eficiéncia catalitica das enzimas, fatores ligados ao custo e a
estabilidade limitam a utilizacdo destes biocatalisadores. Diversas técnicas tém sido
desenvolvidas com a finalidade de minimizar estes inconvenientes, como por exemplo, a
imobilizacdo de enzimas, que possibilita a reutilizacdo do biocatalisador, permite a separacdo
dos produtos do meio reacional de forma facil e muitas vezes melhora a eficiéncia catalitica
da enzima (Wang e Hsieh, 2008; Sabbani et al., 2006).

Dentro deste contexto, este trabalho pretendeu contribuir para o conhecimento dos
principais parametros que influenciam na imobilizacdo de lipases por adsor¢@o. Procurou-se
inovar o procedimento de imobilizagdo através da “simultanea produgdo e imobilizagdo de
lipases” (denominada neste trabalho por SPIL), com a finalidade de reduzir custos do
processo mantendo a qualidade do biocatalisador (alta atividade catalitica e estabilidade em
reacdes em solventes orgédnicos). Além disso, a posterior utilizacdo das enzimas em
biocatalise justificou a realizagdo deste trabalho, cujo objetivo principal foi a preparacdo e
caracterizacdo de lipases imobilizadas, ¢ a sua utilizagdo em sintese de ésteres em meios

aquo-restritos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Lipases

2.1.1. Aspectos Gerais

As lipases sdo biocatalisadores extremamente versateis e muito eficientes que, ao
lado de esterases e proteases, tém uma posicao de destaque nestes meios reacionais, devido a
gama de reagOes catalisadas por estas enzimas em sistemas organicos com baixo teor de agua
(esterificacdo, interesterificacdo, amindlise, lactonizacao) (Figura 1), (Yin et al., 2006; Kim et
al., 2006a), a estabilidade apreciavel nestes ambientes e a possibilidade de utilizacdo de
condi¢des reacionais brandas (Bouaid et al. 2007; Rassy et al., 2004).

As lipases [glicerol éster hidrolases (E.C. 3.1.1.3)] pertencem a um grupo especial
de esterases, cuja defini¢do classica descreve estas enzimas como glicerol éster hidrolases que
atuam sobre ligacdes éster presentes em acilglicerdis, liberando di- ou monoacilglicerois,
acidos graxos e glicerol (Figura 2). Sdo constituidas pela triade catalitica G-X;-S-X,-G, onde
G= glicina; S= Serina; X;= histidina e X,= acido glutdmico ou aspartico (Jaeger e Reetz,
1998) (Figura 3). Atuam sobre substratos pouco soliveis em agua, em interfaces de
lipideo/agua, hidrolisando, por exemplo, acilglicer6is de cadeia longa (acima de 8 atomos de
carbono), seus substratos naturais, além de serem capazes de catalisarem reagdes de sintese,
em ambientes aquos-restritos (Coté e Shareck, 2008; Ericsson et al., 2008). A determinacdo
da estrutura tridimensional das lipases de Rhizomucor miehei (Brady et al., 1990),
Geotrichum candidum (Schrag et al., 1997) e da lipase pancreatica humana (Winkler et al.,
1990) por difragdo de raio X, propiciou uma explicacdo para o fendmeno da ativacio
interfacial: o sitio ativo destas enzimas é recoberto por uma “tampa” hidrofobica ou “lid”, que
ao interagir com a interface lipideo/agua sofreria uma mudanca conformacional, expondo o
sitio ativo. A presenca da “tampa” na estrutura da enzima e a propriedade de ativacdo

interfacial passaram a ser fatores determinantes para a caracterizacao de lipases.
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Figura 1. Reagoes catalisadas por lipases. Adaptado de Paques e Macedo (2006).
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lipases. Fonte: Fureby et al. (1997).

Figura 3. Modelo estrutural da lipase de Burkholderia (Pseudomonas) cepacia ligada a 1-
fenoxi 2-acetoxi butano. Fonte: Protein Data Bank.



Entretanto, para algumas lipases observou-se que a presenca da “tampa” ndo esta
necessariamente correlacionada com a ativacdo interfacial (Thomas et al., 2005), tendo sido
descritas lipases como a de Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e Candida
antartica B, que apresentam a “lid” em suas estruturas, mas ndo sofrem ativagdo interfacial
(Jaeger e Reetz, 1998). Por outro lado, algumas lipases sdo consideradas como esterases (EC
3.1.1.1.), pois embora atuem em reagdes contendo substratos de cadeia longa possuem uma
“lid” incompleta ou ndo apresentam a “lid” e ndo precisam da interface para exercer sua
atividade hidrolitica. S0 exemplos deste comportamento particular a cutinase de Fusarium
solani ¢ as lipases de C. antarctica, P. aeruginosa ¢ Bacillus subtilis, (Ali et al., 2004; Nini et
al., 2001; Cygler e Schrag, 1997). Além disso, a literatura relata ainda a habilidade de acil-
coenzimas (acil-CoA) ativar lipases em solugdes aquosas na auséncia de uma interface
lipideo-agua (Bafi6 et al., 2003).

As lipases tém sido definidas, nos trabalhos mais recentes, simplesmente como
carboxilesterases que hidrolisam acilglicerdis de cadeia longa, ou seja, com cadeia acila com
mais de 10 atomos de carbono. Enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar apenas
acilglicerois de cadeias menores sdo tidas genericamente como esterases (Jaeger et al., 1999);
entretanto, mais recentemente tem sido aceita a defini¢do que considera como uma lipase
verdadeira a enzima que hidrolisa acilglicerois acima de 8 carbonos (C6té e Shareck, 2008;
Rhee, et al., 2005).

A diferenciacdo entre lipases e esterases também tem sido feita pela diferenca de
especifidade das duas enzimas. Os substratos naturais para lipases sdo 6leos e gorduras
contendo triacilglicer6is constituidos de acidos graxos de cadeia longa, ou seja, ligagdes
ésteres triplices, enquanto esterases atuam sobre ligagdes éster Unicas, liberando acidos graxos

de baixa massa molar (Salameh ¢ Wiegel, 2007; Brockman, 1984; Bier, 1955). Deve-se



enfatizar, entretanto, que a maioria das lipases pode hidrolisar os substratos de esterases,
enquanto o inverso nao é verdadeiro (Jaeger et al., 1999).

A diferenciacdo entre lipases e esterases também tem sido feita pela diferenga de
especificidade preferencial das duas enzimas. Essa especificidade pode se expressar quanto ao
tipo de reagdo, de substrato ou por fatores que afetam a ligacdo enzima-substrato. Hd varios
tipos de especificidade encontrados: a) quanto ao substrato: diferentes velocidades de
hidrdlise entre triacilglicerdis, diacilglicerdis ou monoacilglicerdis catalisadas por uma
mesma enzima ou enzimas purificadas de uma mesma fonte; b) posicional ou
regiosseletividade: hidrolise preferencial de ésteres primarios, secundarios, terciarios ou
hidrolise ndo especifica, liberando acidos graxos das trés posigdes (Figura 4); ¢) quanto aos
acidos graxos que compdem o substrato ou tiposseletividade: preferéncia por acidos graxos
especificos, principalmente quanto ao comprimento da cadeia e nlimero de insaturacdes; d)
esterecoespecificidade: discriminagdo entre enantidmeros, no caso de substratos racémicos.
Pode-se observar também a combinacdo dos tipos citados ou a auséncia de especificidade

(Paques e Macedo, 2006; Castro et. al, 2004).
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Figura 4. Reagdes catalisadas por lipases do tipo ndo especifica e 1,3 especifica. Adaptado de
Paques e Macedo (2006).



Figura 5. Mecanismo catalitico de lipases. Fonte: Jaeger et al. (1999).

As lipases diferem grandemente com respeito a origem (bacteriana, fiingica, vegetal,
animal) e propriedades cinéticas. Do ponto de vista econdmico e industrial, as lipases de
microrganismos, obtidas por meio de fermentagdo, sdo preferiveis as de fontes animais e
plantas por sua relativa facilidade de producdo e abundancia de microrganismos capazes de
sintetiza-las. Varios géneros de microrganismos podem ser empregados para produgdo de
lipases, tais como os fungos dos géneros Trichosporon, Botrytis, Pichia, Fusarium,
Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Penicillium, Geotrichum, leveduras como género Tulopis, e
Candida, e bactérias do gé€nero Streptomyces, Chromobacterium, Pseudomonas, Bacillus,

Enterococcus e Staphylococcus (Hasan et al., 2006; Faber, 2004).



2.1.2. Caracteristicas Cinéticas e Fisico-quimicas das Lipases

Embora, o pH 6timo das lipases seja normalmente entre 6,0 ¢ 8,0 (Nawani ¢ Kaur,
2007; Shu et al., 2006; Kamini et al., 2000), valores extremos podem ser encontrados na
literatura. Por exemplo, para a lipase de Kluyveromyces lactis (Oishi et al., 1999), o pH 6timo
para atividade, foi de 2, e a lipase de P. cyclopium (Ibrik et al., 1998) apresentou pH 6timo
para a atividade de 10. No caso da temperatura para a atividade maxima, valores muito
distintos sdo encontrados entre lipases microbianas: 5 °C, para a lipase de Pseudomonas
fluorescens B68 (Luo et al., 2006) e 97°C para a lipase de Pyrococcus horikoshii (Ando et al.,
2002).

Com relacdo a estabilidade ao pH, os protocolos experimentais variam com relagdo
aos tempos e condig¢des de incubagdo adotadas, entretanto, algumas conclusdes gerais podem
ser observadas. Nas lipases bacterianas, observa-se uma tendéncia de maior estabilidade em
valores alcalinos de pH; entretanto, verifica-se com freqiiéncia estabilidade em faixas de pH
desde fortemente acido (pH 2) a fortemente alcalino (pH 12). Sdo exemplos de lipases
bacterianas estaveis em ampla faixa de pH as produzidas por P. aeuruginosa (Karadzic et al.,
2006) estaveis entre pH 4 ¢ 11,5; por P. cepacia (Sugihara et al., 1992), estaveis entre pH 3 ¢
11,5 e por S. epidermidis (Simon et al., 1998), estaveis entre pH 2 ¢ 10.

A termoestabilidade ¢ uma das caracteristicas requeridas de enzimas com potencial
para aplicacdo industrial como as lipases, uma vez que muitos processos usam temperaturas
em torno de 50 °C. Lipases microbianas tém sido estudadas com relagdo a termoestabilidade;
entretanto, ndo ha padronizagdo nas metodologias, tornando dificil a comparagdo e o
estabelecimento de regras gerais. O que se observa € que a estabilidade destas enzimas varia
entre os géneros, as espécies e até entre isoformas produzidas por uma mesma cepa. Ha varios

exemplos de lipases bacterianas estdveis em temperaturas acima de 70 °C, como as lipases de



B. circulans (Kademi et al., 2000), P. cepacia (Sugihara et al., 1992), S. solfataricus (Morana
et al., 2002), 4. fulgidus (Manco et al., 2000), C. rugosa LIP4 (Lee et al., 2002).

Outras caracteristicas de lipases, como suas massas molares, encontram-se
normalmente entre 19 e 65 kDA (Bandmann et al., 2000; Cygler e Schrag, 1997, Nagao et al.,
1996), mas podem variar desde 8 kDa (Sarada et al., 1992) a 180 kDa (Oh et al., 1999). Os
pontos isoelétricos (pl) comumente determinado para lipases fungicas e de leveduras esta
entre 4 e 6, com algumas excecdes com valores de pl entre 7 e 9. Para lipases bacterianas,
entretanto, t€m sido verificados valores bastante diversos, variando entre 4 ¢ 10 (Lima, 2004).

A espécie bacteriana P. cepacia, recentemente renomeada de Burkholderia cepacia
(Reetz e Jaeger, 1998), é uma bactéria gram-negativa produtora de lipases com caracteristicas
de alta estabilidade e atividade. As lipases produzidas por cepas de B. cepacia possuem uma
grande estabilidade em solventes organicos e um alto grau de enantioseletividade. Como
conseqiiéncia, tém sido utilizadas na resolu¢do quiral de racematos, produzindo enantidmeros
puros (Puech-Guenot et al., 2008; Jaeger et al., 1997). Por exemplo, Yang et al. (2007)
clonaram a lipase de B. cepacia G63 com a finalidade de aumentar sua a estabilidade térmica
e em solventes organicos. A enzima apresentou atividade 6tima a 70 °C ¢ a estabilidade nesta
temperatura foi de 86,1% de atividade residual apds 10 h. A enzima apresentou estabilidade
em solventes organicos, destacando-se a sua estabilidade em solugdo 50% de metanol
(atividade residual de 98,3% apds 48 h de reacdo). Observou-se ainda atividade de
transesterificacdo do dleo de soja para a producdo de ésteres metilicos: 87,8% de rendimento
em ésteres em 72 h em meio reacional contendo 138 mg de enzima, 4,6 g de 6leo de soja, 0,6
mL metanol (razdo molar 3:1 alcool:6leo), 138 mg de enzima, 5% de agua, 40°C e 200 rpm.
Estes resultados indicaram que a enzima tem potencial para a produgdo do biodiesel. Yu et al.
(2007) reportaram o isolamento de uma lipase de B. cepacia ATCC 25416 com alta

enantioseletividade (E=170, 96% de pureza optica e 50% de conversdo) na hidrdlise do

10



acetato de (1R, 2S, 5R)-2-isopropil-5-metilciclohexanoila (mentila) para L-mentol. Além
disso, lipases de P. cepacia estdo sendo comercializadas pela Amano (Amano Europe
Enzyme Ltd., UK) e tém sido utilizadas como aditivos em detergentes e em reagdes sintéticas
em quimica organica, principalmente na sintese de compostos quirais a partir de misturas
racémicas (Salum et al., 2008; Li e Kanerva et al., 2007; Chebil et al., 2007).

A cepa Burkholderia cepacia LTEB11, utilizada neste trabalho, produz uma lipase
com massa molar por volta de 33 kDa, caracterizada por eletroforese em gel SDS (Lima,
2004). A escolha deste microrganismo foi devido a algumas caracteristicas importantes
apresentadas pela lipase por ele produzida. Estudos anteriores mostraram que a atividade
volumétrica (30 U.mL™) frente ao pNPP (palmitato de p-nitro fenila) produzida no meio de
fermentagdo ¢ alta, quando comparada com a produzida por microrganismos selvagens e
também isolados no Laboratorio de Tecnologia Enzimatica e Biocatalise (Penicillium
aurantiogriseum 13 U.mL" em 72 h, P. corylophilum 7 U.mL" em 120 h) (Lima et al., 2004;
Baron et al., 2005). Além disso, com relagdo a utilizacdo da lipase de B. cepacia LTEB11 em
biocatalise, umas das caracteristicas mais importantes ¢ a sua estabilidade em solventes
organicos polares e apolares. Experimentos prévios comparativos entre a lipase comercial de
B. cepacia, produzida pela Amano Pharmaceutical Co. Ldt (Nagoya, Japan) (lipase PS) e a
lipase B. cepacia LTEB11 em diferentes solventes mostraram que ambas tém alta estabilidade
nos solventes organicos testados e o solvente onde houve menor estabilidade foi, para as duas,
a acetona (100%). A maior atividade residual para a lipase de B. cepacia LTEBI11 foi
observada em etanol 80% (195,0 £ 23%) e para a lipase de B. cepacia da Amano em
isopropanol 100% (169,9 = 7%). Com relagdo aos solventes apolares, a primeira foi mais
estavel em n-heptano (121,0 £ 6%) e a outra em isooctano (148 £ 4,6%). Outra caracteristica
importante com relacdo a lipase de B. cepacia LTBEI11 ¢ a sua atividade de esterificagdo e

transesterificacdo. Estudos anteriores mostraram que a enzima imobilizada em Accurel EP
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100 catalisou a sintese do oleato de etila em n-heptano com rendimento de 100% em 3 h de
reagdo. O catalisador foi reutilizado por 11 vezes com maxima atividade. Observou-se ainda
que a atividade decresceu 50% apods 24 vezes de reutilizagdo (Salum et al., 2008). Fernandes
et al. (2007) estudaram a viabilidade de utilizagdo da lipase de B. cepacia LTEB11 produzida
por fermentagdo no estado solido utilizando residuos agroindustriais na sintese de ésteres
etilicos, obtidos por reacdes de esterificacdo e transesterificacdo do 6leo de milho. Foi
utilizado o proprio fermentado solido (contendo a enzima) para catalisar as reacdes de sintese
de ésteres. Utilizando 90 U totais de enzima (sélido fermentado), a conversdo em oleato de
etila (esterificagdo) foi de 94% em 18 h, razdo molar (RM) alcool:6leo 5 e 37 °C. Para a

etandlise do 6leo de milho, obteve-se 95% de ésteres em 120 h (RM 6, 68 U e 37 °C).

2.1.3. Vantagens e Desvantagens na Utilizacdo de Lipases

A utilizagdo de lipases e de enzimas em geral em escala industrial apresenta diversas
vantagens relativamente a catdlise quimica e aos catalisadores em geral (Villeneuve, 2007,
Soo, et al., 2004; Watanabe et al., 2001). Dentre elas, pode-se citar a sua elevada seletividade
(quimio-, régio- ¢ enantioseletividade); a diminuigdo de riscos para a saude, quando utilizadas
na induastria alimentar; os baixos niveis de ocorréncia de reag¢des laterais ¢ as condi¢Oes
reacionais brandas, que permitem um menor consumo energético e evitam a degradagdo ou
decomposicdo de produtos e reagentes. Além disso, lipases sdo aceitas ecologicamente, ndao
estdo limitadas ao seu papel natural e podem catalisar um grande espectro de reagdes.
Entretanto, algumas desvantagens podem limitar a utilizacdo destes catalisadores, como o alto
custo de isolamento e purificacdo, a possibilidade de causar alergias, a instabilidade da sua
estrutura uma vez isolada do meio natural (aquoso), e sua sensibilidade as condigdes
reacionais: enzimas podem ser inibidas por substincias que estdo presentes no meio reacional,

desnaturadas por solventes organicos ou por temperaturas relativamente elevadas (Faber,
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2004). Muitos métodos tém sido propostos a fim de minimizar estes inconvenientes, sendo
um deles a imobilizacdo de enzimas sobre suportes solidos, metodologia escolhida neste

trabalho e, que sera relatada a seguir.

2.2. Imobilizacio de Enzimas

Enzimas imobilizadas sdo aquelas que estdo confinadas em um espaco, separadas
por barreiras que permitem o contato entre a enzima e o substrato no meio de reacdo, mas que
as tornam pouco soluveis em qualquer meio (Girelli e Mattei, 2006; Paiva et al., 2000). As
pesquisas sobre este assunto intensificaram-se a partir dos anos 60, no sentido de estabelecer
métodos eficientes de imobilizacdo, quer por meios fisicos ou quimicos, (Vitolo, 2001).

A imobilizag¢do do biocatalisador em um suporte, sem prejuizo de sua atividade por
um periodo razoavel de tempo, pode assegurar sua repetida utilizagdo ou mesmo o seu uso em
reatores continuos, resultando em economia nos processos industriais. Assim, de modo geral,
a utilizacdo de materiais imobilizados pode diminuir o custo do processo, caso este possa ser
reutilizado, aumentar a rapidez e a repetibilidade do processo, facilitar na recuperacdo dos
produtos, melhorar o controle de operagdo de processos em reatores ¢ minimizar a produgdo
de efluentes. Além disso, muitas vezes com o processo de imobilizacdo as propriedades
enzimaticas sdo alteradas, produzindo biocatalisadores com atividade, especificidade e
estabilidade aumentadas, dependendo do tipo de imobilizacdo e da enzima (Sebrdo et al.,
2007; Persson et al., 2002b; Fernandez-Lafuente et al., 1998). Os métodos de imobilizacao
estdo disseminados, tanto em aplicagdes industriais, como em sistemas de analise. Exemplos
de aplicacdes analiticas envolvendo enzimas imobilizadas sdo os biossensores, os reatores
para analises cromatograficas ou em sistemas de analise por injecdo em fluxo, podendo ainda
destacar-se as aplicagdes envolvendo kits para titulagdes e para imunoensaios (Lu et al., 2007;

Muck e Svatos, 2007, Lima e Angnes, 1999). Entretanto, foram também relatadas algumas
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desvantagens com relagdo aos procedimentos de imobilizagdo, como perda de atividade ou
inibigdo enzimatica, limitagdes difusionais, além de muitas vezes, dependendo do tipo de
imobilizacdo, os métodos serem trabalhosos e bastante demorados e acarretarem custos
adicionais na producdo de um biocatalisador (Villeneuve et al., 2000; Lima e Angnes, 1999).
Para que estas desvantagens sejam minimizadas é necessario conhecer as propriedades do

suporte, a natureza da enzima e as condi¢des (técnicas) de imobilizagdo (Bryjak et al., 2008).

2.2.1. Técnicas de Imobilizacdo

As técnicas usualmente empregadas para imobilizar enzimas em suportes solidos sdo
baseadas em mecanismos fisicos e quimicos (Girelli e Mattei, 2006). Os principais processos
de imobilizagdo podem ser promovidos através da encapsulagdo ou ligacdo (Dalla-Vecchia et

al., 2004; Vitolo, 2001) (Figura 6).

Me¢étodos para Imobilizagdo de Enzimas
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Figura 6. Principais métodos para imobilizacdo de enzimas. Fonte: Dalla-Vecchia et al.
(2004).

A imobilizagdo por encapsulagdo pode ser subdividida em: (a) separagdo por
membranas - neste método a enzima encontra-se fisicamente separada do meio de reagdo,

através de uma pelicula (membrana) semipermeavel, e que por sua vez pode ser subdividida
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em: encapsulamento, onde a enzima ¢ imobilizada no interior de esferas ndo-rigidas, cujo
envoltdrio € constituido por um polimero geleiforme e semipermeavel; ou em membranas
fibrosas semipermeaveis, que consiste no confinamento da enzima numa dada regido da
solugdo, através de uma membrana semipermedvel. A separacdo por membranas acarreta em
limitacoes difusionais intensas. (b) Entrelagamento em polimero ou matriz - neste caso, as
enzimas sdo aprisionadas entre as malhas de um polimero geleiforme. A eficiéncia do
entrelacamento, a permeabilidade do gel e sua resisténcia mecanica dependerdo da
composi¢do dos reagentes e da natureza do mondémero utilizado. (¢) Imobilizagdo por
formagdo de ligagdo covalente - como o proprio nome sugere, a enzima ¢ ligada ao suporte
mediante ligacdes quimicas covalentes ou através de ligagdes cruzadas, que sdo normalmente
estabelecidas entre os aminogrupos primdrios e o anel fenolico dos aminoécidos constituintes
da enzima, com os grupos reativos do suporte. Como as interagdes entre a enzima e o suporte
sdo fortes, pode ocorrer perda da atividade causada por modificagdes na estrutura
cataliticamente ativa (Foresti e Ferreira, 2007). (d) Imobilizagdo por adsor¢do - este método
consiste na adsor¢do da enzima em um suporte inerte, através de ligagdes eletrostaticas ou
hidrofébicas, tais como interagdes ionicas, forgas de “van der Waals”, ligagcdes de hidrogénio
e interagdes dipolo-dipolo. Este tipo de imobilizacdo causa uma pequena modificagdo na
estrutura nativa da enzima, se comparado aos outros tipos de imobilizacdo, e por isso,
geralmente ndo promove perda da atividade catalitica. A adsor¢cdo depende do pH da solugdo
enzimatica, obtendo-se valores maximos de adsor¢do em valores proximos ao ponto
isoelétrico da proteina. Esta situagdo pode ser explicada pelo fato de que, no valor de pH
correspondente ao ponto isoelétrico da proteina, a repulsdo eletrostatica entre as moléculas de
proteina ¢ minimizada (Vinu et al., 2005; Gongalves, 1999). A adsor¢do de enzimas em
superficies pode induzir a algumas alteragdes conformacionais na molécula da enzima, devido

a interagdes entre a enzima ¢ o suporte. Suportes hidrofobicos conseguem adsorver maiores
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quantidades de enzima ¢ a densidade da camada de adsor¢do também pode ser maior,
relativamente aos suportes hidrofilicos. Estes resultados indicam que as interagdes entre a
enzima e o suporte sdo bastante fortes nos suportes hidrofobicos, o que pode causar, em
alguns casos, maiores alteragdes conformacionais na enzima. Quando se utiliza suporte menos
hidrofébicos, a retencdo da atividade aumenta, mas a quantidade de proteina adsorvida
diminui e as interacdes entre a enzima e o suporte serdo menores. Este tipo de imobilizacdo
pode também ser considerado como uma etapa de purificacdo parcial da enzima, uma vez que

a proteina pode ser seletivamente adsorvida sobre o suporte (Gongalves, 1999).

2.2.2. Imobilizacdo de Lipases

Dentre todos os métodos de imobiliza¢do, a adsorsdo ainda ¢ o mais utilizado,
devido a grande por¢ao hidrofobica das lipases, a facilidade e simplicidade na metodologia, e
por ser economicamente mais barato e menos agressivo em relag@o a atividade enzimatica. No
caso de lipases, verificou-se que o processo de imobilizagdo por adsor¢do e por interacdo
hidrofébica pode propiciar uma ativacdo da enzima e um aumento de sua estabilidade frente a
temperatura (Secundo et al., 2008; Knezevic et al., 2002; Paiva et al., 2000).

Os suportes mais reportados para imobilizagdo de lipases podem ser divididos em
duas categorias: matrizes hidrofobicas e matrizes hidrofilicas com ligantes hidrofobicos.
Lipases usadas industrialmente sdo imobilizadas em suportes solidos e estaveis, dentro de
uma destas duas categorias (Petkar et al., 2006). Como exemplos, pode-se citar as lipases de
C. antarctica A e B e R. miehei (Roche Diagnostics Penzberg, Germany) imobilizadas em
polipropileno (Accurel EP 100) e lipases de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM, IM) e de
Thermomyces lanuginosa (Lipozyme TL, IM), ambas da Novozyms (Bagsvaerd, Danmark),

imobilizadas sobre resina de troca idnica e silica gel respectivamente (Soumanou et al., 2003).
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Outros suportes como celite, octil-silica, aminopropil silica, Eupergit C250L, também sdo
comumente utilizados para imobilizacdo de lipases (Petkar et al., 2006).

Nos ultimos anos de pesquisas sobre imobilizacdo de lipases, duas vertentes a
respeito do assunto vém sendo reportadas. A primeira diz respeito a estudos utilizando
enzimas imobilizadas (normalmente comerciais), visando altos rendimentos de reacdo,
resolugdo de misturas racé€micas, e reutilizacdo da enzima em reagdes diversas (Yagiz et al.,
2007; Torres et al., 2006, Adamczak et al., 2005; Ghamgui et al., 2004). A segunda esta
relacionada com estudos visando a utilizagdo de novos materiais para imobilizagdo destas
enzimas como nanofibras de polianilina magnética (Lee et al., 2008), polietilenimina-agarose
(Torres et al., 2006), membranas de algoddo e polisulfona (Tan et al., 2006), silica
mesoporosa hexagonal (Yadav e Jadhav, 2005), entre outros. Quando se estudam novos
materiais, buscam-se principalmente suportes que aumentem a atividade relativa apos a
imobilizacdo, a faixa de pH 6timo para a atividade e a estabilidade térmica (Kim et al., 2006;
Ye et al., 2006). A Tabela 1 apresenta alguns exemplos a respeito da utilizacdo de lipases

imobilizadas e estudos referentes a novos materiais para a imobiliza¢do destas enzimas.

Tabela 1. Lipases imobilizadas: aplicacdes em meios aquo-restritos e estudos de novos
materiais para imobilizagao.

Fontes de Lipases
Finalidade Principais Resultados Referéncias
Retengdo da atividade de 100% para a
Pseudomonas sp., lipase de Pseudomonas sp e de 300% para
Rhizopus oryzae, Mucor | Imobilizagdo em | a de R. oryzae na sintese do oleato de -
Jjavanicus, Aspergilus filmes de pentila (condigdes 5 mmol de acido oléico
niger, Candida rugosa caseinato de e n-pentanol, 100 mg de enzima, 35 °C, | Sebrio et al.
(Amano) e Thermomices| sodio/glicerol 24 h). A lipase de Pseudomonas sp. (2007).
lanuginosus e Mucor | para sintese de | manteve-se estavel apos a imobilizacao
miehei (Novozymes) ésteres (144 dias) e foi reutilizada por 8 vezes
sem perdas de atividade.
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Tabela 1. Lipases imobilizadas: aplicagdes em meios aquo-restritos ¢ estudos de novos

materiais para imobilizacdo (Continuagdo).

Fontes de Lipases

Finalidade

Principais Resultados

Referéncias

Mucor javanicus (Fluka)

Imobilizagdo em
nanoparticulas
de silica
funcionalizada
(covalente)

glutaraldeido. Retengdo da atividade (R) de

Melhor resultado utilizando silica
funcionalizada com etilenediamina e

115% (dosagem em butirato de p-nitro
fenila). A enzima imobilizada perdeu 10%
da atividade a 50 °C e menos de 40% a 60
°C (enzima livre perdeu 35 % e 80%
respectivamente) em 2 h de incubagio.

Kim et al.
(2006).

Candida antartica (CAL-
B) Novozymes

Imobilizagdo em
polietilenimina-
agarose
(Entrelagamento
em polimero)

Resolugdo do R,S
metanoato de 2-
fenil-2-hidroxi
acetato

A enantioseletividade (E) ¢é influenciada
pelas condi¢des de imobilizagdo. E= 3,5
para imobilizagdo em pH 5,0 e 4 °C e E=
25 para imobilizagdo em pH 5,0 e 25 °C.

Torres et al.
(2006).

Candida antartica (CAL-
B) imobilizada
Chirazyme L-2 Roche
Diagnostics

Sintese do oleato
de ascorbila

Rendimento maximo de 63% em 24 h
com acetona. Reutilizagdo da enzima por
10 dias com rendimento de 30% no ultimo

dia. Condigdes: oleato de metila: acido
ascorbico 4:1; a,, 0,11; 50 mg de enzima;

45 °C, 500 rpm.

Adamczak et
al. (2005).

Extrato bruto de
Rhizopus oryzae

Imobilizagdo em
silica gel 60,

carboxi metil

sefadex, celite
545 ¢ CaCO;
(Adsor¢do).

amberlite IRC-50,

Melhor suporte: CaCO; eficiéncia de
imobilizacado (E) de 93,75%.

Ghamgui et
al. (2004).

Sintese do oleato
de n-butila em
hexano e meio

livre de solvente

Rendimento maximo: 73% em 24 h com
hexano (15 U.mL"' do meio reacional).
Reutilizagdo por 6 vezes sem decréscimo
de atividade. Condigdes: alcool: acido 1:1;

37 °C, 200 rpm.

A respeito da utilizacdo de lipases imobilizadas oriundas de B. cepacia, observa-se

diferentes tipo de

imobilizacdo,

imobilizadas. Alguns exemplos podem ser observados na Tabela 2.

assim como diferentes aplicacdes destas enzimas
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Tabela 2. Diferentes aplicagdes para as lipases de Burkholderia cepacia imobilizadas.

Procedéncia
da Lipase

Suporte/Tipo de
Imobilizacdo

Finalidade e Principais Resultados

Referéncia

LTEBI11

Accurel EP 100
(adsorcdo)

Comparagdo da atividade, em solvente
organico, (n-heptano) da enzima livre,
encapsulada em  micelas reversas e
imobilizada. A enzima imobilizada foi duas
vezes mais ativa que a livre e cinco vezes mais
ativa que a encapsulada por micelas reversas.
IA otimizagdo da esterifcacdo do oleato de etila
permitiu rendimento de 100% em 3 h de
reacdo e a enzima foi reutilizada 11 vezes sem
erdas de atividade.

Salum et al.
(2008).

Amano

Encapsulagao por sol-
gel e ligacdo cruzada
com glutaraldeido

IAplicacdo em reacdes contendo solventes
organicos. A atividade da enzima aumentou
(174%) apdés a imobilizacdo por ligagdo
cruzada.

Hara et al.
(2008).

Amano

Hidrogel — beidellite
Na, (Al)(Si4Aly)O1o
(OH,F)2 . nHzO

(Adsorgao)

influéncia de  diferentes
composi¢oes dos ions do suporte na
imobilizacgdo da enzima. A  atividade
especifica (dosada pela transesterificacdo do
acetato de vinila com n-octanol) foi maior
para os suportes com baixa concentragdo de

aluminio e sodio.

\Verificar a

Secundo et
al. (2008).

Amano

Celite

Resolucao de misturas racémicas (B-lactamas
substituidas com flior) ee 99%

Li e Kanerva
(2007).

Amano

Sem descri¢do

Sintese regioseletiva do fluxuridina de 3’O-
caproila. A conversio foi >99% e a
regioseletividade foi de 93,5% (40U de
enzima, razdo molar de caproato de vinila:
floxuridine 7,5, 35°C, acetona ou acetonitrila)

Lietal.
(2007).

Amano

Celite (adsorg¢do)

Sintese do biodiesel (alcoolise) de 6leo de
Jatropha*. 98% de rendimento, 50°C, 4-5%
(m/m) de agua em 8 h, 10% de enzima com
relagdo ao oleo (0,5 g), razdo molar
oleo:alcool 1:4. A enzima foi reutilizada por
4 vezes sem perdas de atividade.

Shah e Gupta
(2007).

Amano

Silica aerogel com
fibras de quartzo e secas
pela técnica do CO,
supercritico
(encapsulagdo)

Estudos de imobilizacdo e aplicacdo na
transesterificagdo do o6leo de girassol com
acetato de metila. A enzima imobilizada no
gel contendo 40% de metiltrimetoxisilano
apresentou os melhores resultados (60% em
350 h).

Orgaire et al.
(2006).
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Tabela 2. Diferentes aplicagdes para as lipases de Burkholderia cepacia imobilizadas
(continuacio).

Procedéncia Suporte/Tipo de Finalidade e Principais Resultados Referéncia
da Lipase Imobilizacdo

Comparagdo de preparagdes enzimaticas para
sintese enantioseletiva do (R, S)-4-Hidroxi-3-

Amano Celite (adsorcdo) metil-2-(2’-propenil)-2-ciclopenteno-1-ona X;O%tsal'
com acetate de vinila. A enantioseletividade ( )-
foi (£) >100 a 30°C em 1 h.
Preparacgdo de lipases para uso em solventes

Amano Persson et al.

organicos. A lipase imobilizada apresentou
atividade especifica (950 U/g) 20 vezes
superior ao extrato bruto (48 U/g) na reagéo
entre acido caproico com 1-fenil etanol em
hexano.

Accurel EP 100 (2002b).

Toyonite 200 M Caulim| Comparagdo de imobilizagdo em diferentes

Amano S ) oL . Kamori et al.
em condi¢des acidas), | suportes. A imobilizagdo das enzimas em (2000)
Celite, Amberlite, bolas| Toyonite 200 M  apresentou  maior )
de vidro ( (adsor¢@o) |seletividade na adsor¢do de lipases que os
demais suportes
tmano|Sol-gel CH3Si(OCH);| Atividade de 300% apés a. imobilizagdo Rijtgzggt)f‘l’

com nanoestrutura de| (dosagem pela esterificagdo do acido laurico
magnetite (Fe;0,) | com n-octanol em isooctano).
(encapsulagdo)

*Jatropha (Jatropha curcas): planta conhecida popularmente como “pinheiro manso” cujas sementes
contém 37,5% em Oleo.

2.3. Biocatalise em Meio Organico

O termo biocatalise abrange os processos em que um catalisador bioldgico é
utilizado para converter um substrato em um produto que tenha alguma aplicagdo, com um
numero limitado de etapas enzimaticas. O termo biotransformagdo, que ¢ geralmente utilizado
quando se usa o microrganismo inteiro no meio reacional, esta associado ao metabolismo do
microrganismo e consiste em transformar compostos toxicos em substincias atoxicas
(Wackett e Hershberger, 2001). Em reagcdes metabolicas, a agua € o solvente preponderante e
consequentemente, este solvente foi e ainda ¢ utilizado em inumeros estudos de cinética
enzimatica, devido principalmente a idéia preconcebida de que este ¢ o unico ambiente

adequado para a manutencdo da conformagdo estrutural da enzima cataliticamente ativa.
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Entretanto, observou-se que o uso exclusivo de dgua como solvente em meios reacionais
restringia a gama de aplicagdes da biocatdlise e limitava a produtividade de diversos
processos, notadamente os que envolviam substratos hidrofobicos. Por outro lado, a
constatagdo de que muitas enzimas, tais como lipases, esterases, desidrogenases e aquelas
responsaveis pelo metabolismo xenobiotico (que transformam compostos toxicos em menos
toxicos ou atdxicos), que operam in vivo em ambientes ricos em lipideos, levou a conclusdo
de que estes meios, predominantemente ndo-aquosos, também podem ser adequados a
expressdo de atividade enzimatica. A convergéncia destes dois aspectos (limitagdo do uso da
agua como meio reacional devido a incompatibilidade dos substratos e constatacdo de que
algumas enzimas sdo ativas em ambientes com pouca agua) conduziu a utilizacdo de
diferentes tipos de meios reacionais, como solventes organicos, fluidos supercriticos e fluidos
i0nicos, fases gasosas ou fases solidas, aos quais se convencionou atribuir a designagdo de
meios ndo-convencionais ou meio aquo-restritos (Petersson et al., 2007; Krieger et al 2004,
Sellek e Chaudhuri, 1999). Entretanto, ¢ importante salientar que, mesmo quando se utiliza o
termo “solventes organicos”, no caso de reagdes catalisadas por enzimas, um teor minimo de
agua ¢ requerido para a manutencdo da sua estrutura cataliticamente ativa (Serdakowski e
Dordick, 2008; Klibanov, 2001). Assim, em muitos trabalhos sdo encontrados termos como
“aquo-restritos” e “em solventes organicos” ou ‘“ndo-convencionais” para designar reagdes

catalisadas por enzimas onde a 4gua ndo ¢ o solvente.

2.3.1. Vantagens e Desvantagens da Biocatdlise em Meio Aquo-Restrito

Inimeras pesquisas tém demonstrado as vantagens da biocatalise em meios aquo-
restritos, oferecendo uma oportunidade impar para o desenvolvimento de novas tecnologias.
No caso de solventes organicos, algumas vantagens ao se utilizar o sistema sdo: a) a catalise

pode ser alcancada de forma eficiente com substratos pouco polares e pouco soliveis em

21



agua, o que ¢ especialmente recomendado para lipases, que atuam sobre substratos insoluveis
em agua, em interfaces; b) para as reagdes de esterificacdo, interesterificagio ou
transesterificagdo, catalisadas por enzimas, além da vantagem da maior solubilidade dos
substratos e produtos, a biocatalise em ambientes aquos-restritos permite um baixo teor de
agua no sistema, necessario para deslocar o equilibrio termodinadmico da reagcdo no sentido da
sintese; ¢) o solvente pode induzir modificacdes na estrutura enzimatica, aumentando a sua
eficiéncia catalitica ou a sua especificidade frente ao substrato; d) as reacdes indesejaveis,
bem como a inibi¢do da enzima pelo substrato ou pelo produto podem ser reduzidas, uma vez
que estes compostos estdo normalmente dissolvidos no solvente organico, e portanto, fora do
contato com a enzima; e) a estabilidade térmica das enzimas pode ser aumentada, pois estas
assumem uma conformac¢do mais rigida; f) a contaminagdo microbiana diminui; g) muitos
solventes organicos possuem ponto de ebuli¢do menor que da agua favorecendo a remocgao
dos solventes; h) finalmente, a imobilizacdo pode ser desnecessaria, porque, em principio,
enzimas sdo insoliveis em solventes organicos. Quando, porém, a imobilizagdo ¢ requerida, a
simples adsor¢do da enzima em suportes solidos, uma vez que ela ndo desorve do substrato ao
meio reacional (Ichinose et al., 2005; Gotor, 2002; Hazarika et al., 2002; Secundo ¢ Correa,
2002; Roy et al., 2001).

As desvantagens que a biocatalise em solventes organicos pode apresentar sdo: a) o
solvente pode reduzir a atividade enzimadtica, devido a desnaturacdo da proteina; b) nos
sistemas bifasicos pode acontecer a inativacdo enzimatica interfacial; ¢) aumento das
limitacoes difusionais a transferéncia de massa de substratos ou produtos, uma vez que se
introduz, além da fase aquosa, uma ou mais fases, liquida-liquida, no caso da fase organica
apolar ou liquida-liquida-sélida, quando além do solvente apolar, estiver presente o
biocatalisador imobilizado; d) deve-se considerar ainda os custos adicionais para a

imobilizacdo da enzima, a seguran¢a do processo € o tratamento dos efluentes, incluindo a
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possivel necessidade de reutilizacdo do solvente orgénico (Castro ¢ Knubovets, 2003; Sellek ¢

Chaudhuri, 1999).

2.3.2. Principais Fatores que Influenciam a Biocatdlise em Meio Orgdnico
2.3.2.1. Agua

O conteudo de dgua é um pardmetro crucial na biocatalise em meio organico, sob
dois aspectos: o primeiro, relativo ao equilibrio termodindmico da reacdo - em uma reagdo de
sintese, o excesso de agua pode deslocar o equilibrio em favor da hidrélise do produto; o
segundo diz respeito a necessidade de uma camada de agua ao redor da molécula de proteina,
fundamental para a manuteng@o da sua estrutura terciaria e sua atividade catalitica (Foresti et
al., 2007; Gayot e Coulon, 2003).

A quantidade minima de dgua necessaria para manter a enzima ativa denomina-se
camada de 4gua essencial, pois protege a enzima de desnaturacdo pelos solventes organicos.
A camada essencial de agua pode ser quantificada através da atividade termodinamica da agua
(aw) (Halling, 1989), que é definida como a pressdo parcial da agua (py) sobre a pressdo
parcial da agua pura (p°w) (Equacdo 1). Citado como o pardmetro mais importante para as
reagoes catalisadas por enzimas, a a, ¢ considerada mais eficaz para explicar resultados de
rendimentos de reagdes do que os teores de agua (%) do meio reacional (Villeneuve, 2007). A
atividade de agua representa a umidade relativa do sistema considerado, situando-se os

valores de ay, entre 0 a 1. Em ay, de 1 ja existe uma fase aquosa distinta.

Em um sistema de solventes orginicos, este pardmetro pode ser controlado
adicionando misturas de sais com um determinado teor de agua ao solvente ¢ aos substratos

ou incubando-se separadamente a enzima, o solvente e o0s substratos em cubas
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hermeticamente fechadas contendo solugdes salinas saturadas (Figura 7 a,b) (Petersson et al.,
2007; Sellek e Chaudhuri, 1999; Kvittingen, 1994). Apesar de esta ser a forma mais simples

de controle da a,, algumas desvantagens podem ser citadas.

(a) (b)
H.0
i
I
H,0
r , A% % | Substrato,
mistura '\\ solucdo salina sglventg ou
reacional . saturada com biocatalisador
sal hidratado corpo de fundo
solido

Figura 7. Sistemas de controle de a,, mais utilizados em biocatalise: a) adi¢do direta do sal
hidratado no meio reacional b) pré-equilibrio (individualmente) do substrato, solvente e do
biocatalisador. Fonte: Kvittingen (1994).

Primeiramente, cita-se a dificuldade de manter o sistema hermeticamente fechado
durante a reacdo para assegurar a a,, inicial. Em segundo lugar, a a,, ndo ¢ controlada durante
a reacdo, ja que o equilibrio para a obten¢do de uma determinada a, ¢ feito antes da reagao.
Para minimizar este inconveniente, alguns autores propuseram a adicdo no meio organico de
membranas de silicone ou o uso de tubulagdo semi-permeavel de silicone contendo os sais
saturados, para permitir um melhor contato destes sais com o meio orgénico (Villeneuve,
2007). Mais recentemente, uma nova metodologia para controlar a ay in situ foi proposta por
Petersson et al. (2007). Estes autores desenvolveram um sistema que contém um sensor que
mede a atividade de agua no espago livre do reator. Este sistema é acoplado a um computador
¢ uma unidade de controle é programada para deixar o ar imido ou seco, ajustando a atividade

de dgua quando necessario.
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Para uma mesma reagdo, o valor 6timo da a,, depende consideravelmente da enzima
empregada ou quando imobilizada, do tipo de suporte, devido aos diferentes grupos
funcionais e arranjos tridimensionais que cada enzima possui ou da hidrofobicidade do
suporte onde a enzima se encontra imobilizada (Salis et al., 2003). Além disso, o valor 6timo
de a,, depende ainda do solvente e co-solvente, da polaridade e da quantidade dos substratos
(Foresti el al., 2007). Entretanto, em geral, quando se estuda reagdes catalisadas por enzimas
contendo diferentes niveis de hidratagdo governados pela ay, o resultado da conversdo do
produto em reacdes com transferéncia de grupos acila, segue o modelo em forma de sino,

similar ao apresentado na Figura 8.
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Figura 8. Influéncia da variacdo de hidratacdo do biocatalisador (a,, e porcentagem de agua)
sobre o rendimento da reacdo de alcdolise entre a trilaurina (C12) e n-butanol catalisada pela
lipase de Carica papaya. Condigdes: 55 °C, 10% m/m da enzima livre, sem co-solvente.
Atividade 6tima (ay) para a sintese de 0,22, correspondente a 2% (m/m) de agua. Fonte:

Villeneuve (2007).

Neste exemplo, estudou-se a habilidade da lipase de Carica papaya (latex) de
catalisar a reacdo de alcoolise entre a trilaurina (C12) e n-butanol através da variacdo da a,, na
enzima. O resultado (Figura 8) mostrou, através do perfil em forma de sino, que para esta

enzima, a variagdo da a,, influenciou fortemente no rendimento do produto. A a,, 6tima para a

25



formacdo do laurato de n-butila foi de 0,22 correspondente a 2% (m/m) de dgua na enzima.
Além disso, ¢ igualmente importante estudar o efeito da a,, da enzima através da curva de
adsorcdo de agua do biocatalisador (parte azul da Figura 8) a fim de definir seus diferentes
niveis de hidratacdo. Neste exemplo, observa-se que a melhor ay, para a lipase esté situada na
regido linear da curva de adsorcdo (0,05< ay< 0,35). O nivel 6timo de hidratagdo ocorre na
parte linear da isoterma de adsor¢do do biocatalisador, onde as moléculas de agua podem
formar mono ou camadas multiplas com a proteina. Para atividades de 4gua maiores que 0,22,
ocorre absor¢do de agua em excesso, pela enzima, o que acarreta no deslocamento do
equilibrio da reacdo em favor da hidrolise, diminuindo a formagdo do éster (Villeneuve,

2007).

2.3.2.2. Sistemas de Solventes Orgdnicos Utilizados em Biocatdlise

Em biocatalise, a estratégia mais interessante ¢ realizar reacdes livres de solventes
ou co-solventes. Entretanto, quando isso ndo é possivel, a escolha de um solvente adequado ¢
de importancia primordial. Para a escolha de solventes, deve-se levar em conta os efeitos do
solvente organico no sistema reacional, incluido a atividade da enzima, que podem ser diretos
ou indiretos. Os indiretos estdo relacionados a parti¢do de reagentes e de produtos, a alteracao
do equilibrio quimico e a transferéncia de massa em sistemas de duas ou mais fases. Os
efeitos diretos sdo responsaveis pela redugdo da atividade e pela inativacdo da enzima através
de dois mecanismos: primeiramente, pela interacdo solvente-enzima, que altera a
conformagdo nativa da proteina, pela quebra das ligagdes de hidrogénio. A segunda
possibilidade de efeito do solvente organico sobre a atividade seria pela interacdo direta com a
agua essencial em torno da molécula enzimatica. Solventes polares sdo capazes de absorver

agua e retirar a camada de hidratacdo da enzima, provocando a perda das propriedades
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cataliticas por inativacdo ou desnaturagdo (Villeneuve, 2007; Gupta e Roy, 2004; Simon et al.,
1998).

Basicamente, em biocatalise, a escolha do solvente obedece primariamente a
classificacdo dos solventes em hidrofilicos e hidrofobicos, sendo que os hidrofobicos sdo
geralmente reputados por preservarem a atividade catalitica durante a reacdo, conforme citado
acima. Entretanto, ndo sdo apropriados para reacdes com substratos de diferentes polaridades,
como por exemplo, na esterificacdo de agucares, que combina uma parte hidrofilica (agucar)
com uma parte hidrofobica (acido graxo). Nestes casos, a melhor opcdo é a escolha de
solventes com polaridades intermedidrias como os alcoois tercidrios, por exemplo, pois
normalmente ndo sdo solventes desnaturantes. Finalmente, para a escolha do solvente, deve-se
levar em conta a sua toxicidade. Como um exemplo, pode-se mencionar a piridina, utilizada
frequentemente como meio reacional em reagdes catalisadas por lipases (Therisod e Klibanov,
1986; Mutua e Akoh, 1993; Sin, et al., 1998; Chopineau, et al., 1998). Embora este meio
possa as vezes conduzir para maiores rendimentos da reagdo, seu uso deve ser evitado devido
a toxicidade elevada do solvente.

Para classificar um solvente como hidrofébico ou hidrofilico e verificar o seu efeito
na atividade catalitica, varios parametros podem ser utilizados (Chua e Sarmidi, 2006;
Hazarika et al., 2002; Sellek e Chaudhuri, 1999): o pardmetro de solubilidade de Hildebrand,
d; solvatocromismo do corante, Er. Um corante é considerado solvatocromico quando seus
espectros de absorcdo de UV/Vis ou IR sdo extremamente sensiveis a mudancas, dependendo
da polaridade do solvente onde se encontram. Assim, € possivel obter-se uma escala empirica
da polaridade de solventes através dos espectros destes compostos em diferentes solventes e
assim obter o pardmetro denominado Er. Além desses parametros, sdo citados a constante
dielétrica, €; o momento dipolar, p, e o pardmetro log P, o logaritmo do coeficiente de

parti¢do, sendo este tltimo um dos mais utilizados. A medida da hidrofobicidade do solvente
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através do log P considera o logaritmo do coeficiente de particdo do solvente num sistema
padrdo n-octanol/agua, conhecido como parametro de Hansch. O valor de log P de um dado
solvente pode ser determinado experimentalmente ou calculado através do método das

constantes hidrofobicas fragmentadas de Rekker (Mannhold e Rekker, 2000).
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Figura 9. Atividade da a-quimotripsina (1), da lipase de Mucor sp. (®), e da lipase de
Candida rugosa (*) em funcdo do log Pocwnoi de alguns solventes. (-) unidades arbitrarias.
(Fontes: Vermue e Tramper, 1995; Zaks e Klibanov, 1985).

Trabalhos realizados em diferentes sistemas biocataliticos, envolvendo o uso de
solventes com diferentes hidrofobicidades, confirmaram a existéncia de uma tendéncia
generalizada para a relacdo entre a atividade catalitica e a hidrofobicidade do solvente,
traduzida por uma curva sigmoidal (Figura 9). Em média, solventes com log P inferior a 2-3
sdo considerados desnaturantes, enquanto aqueles com log P superiores a 4-5 sdo
considerados biocompativeis, muito embora os pontos de inflexdo sejam dependentes do

biocatalisador. O deslocamento do ponto de inflexdo também pode ser motivado pelo grau de

agitacao do meio (Krieger et al., 2004, Fernandes et al., 2001).
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2.3.2.2.1. Influéncia do Tipo de Solvente na Eficiéncia Catalitica das Lipases

Muitos trabalhos tém reportado a influéncia do solvente na eficiéncia catalitica das
lipases. Sebrdo et al. (2007) estudaram o efeito do solvente na esterificacdo do oleato de n-
pentila e n-propila usando uma lipase de Pseudomonas sp. imobilizada em filme de caseinato
de sodio/glicerol. Dos solventes testados (Tabela 3) aqueles com log P acima de 2,50, ou seja,
os menos polares, foram os mais eficientes na catalise enzimatica, formando os oleatos de n-
pentila e de n-propila com conversdes entre 24-58% e 53-60%, respectivamente. Usando
solventes com log P menores que 2,50, ou seja os mais polares, os produtos foram obtidos em

menores conversdes (0-17% para o oleato de n-pentila e 0-35% para o oleato de n-propila).

Tabela 3. Efeito do solvente organico na conversdo em oleatos de n-pentila e n-propila
catalisada pela lipase de Pseudomonas sp. imobilizada em filmes de caseinato de
sodio/glicerol (LPS/CS/G)*.

Conversao (%)

Solvente Log P | Oleato de n-pentila | Oleato de n-propila
n-Heptano 4,00 58 53
n-Hexano 3,50 24 55
Cicloexano 3,20 31 60
Tolueno 2,50 39 n.d.
Diclorometano 1,50 6 n.d.
t-Butanol 1,45 8 10
Eter metil #-butilico | 1,43 8 35
Eter etilico 0,83 n.d. n.d.
Acetona -0,23 8 n.d.
Acetonitrila -0,33 17 35

* Condigdes: 5 mmol de acido oléico e 5 mmol de alcool, 50 mg de enzima, 35 °C, 24 h, 20 mL de solvente,
n.d.: ndo detectado. Fonte: Sebrao et al. (2007).

Deve-se salientar que, com a acetonitrila, apesar de este ter sido o solvente mais
polar neste estudo (log P -0,33), as conversdes em oleatos de n-pentila e n-propila, 17 e 35%
respectivamente, foram maiores que com os outros solventes polares, tais como acetona ou
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éter etilico (<10%). Este resultado ¢ interessante, considerando-se que muitos substratos sao
pouco soluveis em solventes pouco polares, podendo assim a acetonitrila também ser utilizada
em reagOes biocatalisadas.

Chua e Sarmidi (2006) estudaram o efeito do solvente na atividade e¢ na
enantioseletividade de duas lipases comerciais, ChiroCLEC-PC (lipase de P. cepacia
imobilizada por ligagcdo cruzada) e Chirazyme L-2 (liofilizada) ambas da Roche Molecular
Biochemicals (Alemanha). Para tal, fez-se a resolu¢do do R,S-1-feniletanol (50 mM) com
acido laurico (150 mM), a 35 °C, utilizando 25 mL dos seguintes solventes: éter terc-butil
metilico (log P 1,4), tolueno (log P 2,5), ciclohexano (log P 3,2), hexano (log P 3,5), heptano
(log P 4,0) e isoocatno (log P 4,5). Os resultados mostraram que a enantioseletividade (E
>200) das lipases nao foi afetada pelo tipo de solvente, mas a efici€cia catalitica foi maior

para o meio reacional com isooctano (Figura 10).
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Figura 10. Velocidades iniciais da reagdo de esterificacdo do R,S feniletanol com acido
laurico em diferentes solventes (expressos pelo log P) catalisadas pelas lipases Chirazyme
L2,C3 e ChiroCLEC-PC (Roche Diagnostics). Fonte: Chua e Sarmidi (2006).
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Destaca-se ainda a baixa eficiéncia catalitica para o tolueno pois, segundo Chua e
Sarmidi (2006), solventes que contém anéis aromaticos podem afetar a eficiéncia catalitica
das enzimas. Além disso, os elétrons © do anel aromatico do tolueno podem ter atraido o
grupo fenil do alcool e esta interacdo também prejudicaria o acesso do substrato ao sitio
catalitico.

Na sintese do caprilato de glicosila, Antczak et al. (2004) estudaram o efeito do
solvente e também constataram que o rendimento da sintese foi maior no solvente mais
apolar. Neste estudo, utilizaram a lipase de Mucor circinelloides imobilizada no seu proprio
micélio e a sintese do caprilato de glicosila foi realizada por 2 h, com 2 mmol de glucose, 2
mml de 4cido caproico (C 8), 0,2 g de enzima, a 50 °C e 120 rpm, em 10 mL dos seguintes
solventes: éter pentilico (log P 3,90), éter de petroleo (log P 3,20), éter butilico (log P 3,08),
éter isopropilico (log P 1,90), terc-pentanol (log P 1,30), éter etilico (log P 0,85) e terc-
butanol (log P 0,80). O rendimento maximo (69,2%) foi obtido em éter pentilico. Nao houve
sintese (no intervalo de 2 h) para o meio reacional éter isopropilico e etilico, e para os demais
solventes, os rendimentos foram inferiores a 7%. A diferenca principal deste exemplo, com o
anterior, diz respeito a natureza dos substratos empregados. No primeiro caso, os substratos
sdo essencialmente apolares, e neste caso, a glucose ¢ uma molécula essencialmente polar e
mesmo assim, o rendimento da reagdo foi maior num meio reacional que continha um
solvente apolar (log P 3,90).

Outro estudo relacionado a sintese de ésteres catalisada por lipases demostrou que o
tipo de imobilizacdo (e de suporte) e o tipo de solvente podem influenciar no rendimento da
reagdo (Adamczak et al. 2005). As lipases utilizadas foram as de Candida antartica
imobilizadas (o suporte ndo é descrito): A (Chirazyme L-5, suporte 1) e B (Chirazyme L-2,
suporte 1, 2 e 3) da Roche Diagnostics (Alemanha), ¢ Novozym SP435 (Novozyme,

Dinamarca). A sintese do oleato de ascorbila foi realizada por 24 h, com 0,15 mmol de acido
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L-ascorbico ¢ 0,60 mmol de acido oléico, a 45 °C, 50 mg de enzima, 500 rpm em 5 mL dos
seguintes solventes: etanol (log P -0,24), hexano (log P 3,50), éter de petroleo (log P 3,20) e
acetona (log P -0,23). Para todas as enzimas, os rendimentos foram maiores em acetona
(maximo de 43% para Chirazyme L-2 com suporte 1). Este exemplo indica que nio se pode
generalizar que todas as lipases s@o mais eficientes em solventes apolares. Fatores como tipo

de imobilizagdo e suportes, além do tipo de reacdo, também devem ser considerados.

2.4. Aplicacées de Lipases em Sintese de Esteres

Os ésteres sdo considerados uma das classes mais importantes de compostos
organicos e podem ser obtidos através de diferentes formas, como através de fontes naturais
por destilagdo e extragdo com solventes adequados, catalise quimica e mais recentemente por
biocatalise. No caso da obtencdo por lipases, podem ser através da esterificagdo,
interesterificacdo e transesterificacdo, como decrito no item 2.1 (Figura 1) (Adachi e
Kobayashi, 2005; Giivenga et al., 2002; Chowdary et al., 2001; Alvarez-Macarie e Baratti,
2000).

Inimeras tém sido as aplicagdes de lipases em sintese de ésteres. Elas tém sido
empregadas para a sintese de aromas e flavorizantes (ésteres com cadeia alquilica entre 2 a 8
carbonos), que apresentam maior aceitagdo na industria de alimentos, pois sdo considerados
naturais, por serem obtidos via biocatalise (Dandavate e Madamwar, 2007).

Os monoésteres de carboidratos, um outro exemplo de aplicacdo de lipases, sdo
surfactantes biodegradaveis e de baixa toxicidade e tém, conseqiientemente, aplicagdes na
industria de detergentes, alimentos (como emulsificantes), entre outros. A monoacilacio
regioespecifica dos aglcares envolve diversas etapas de protecdo e desprotecdo, quando

executada por catalise quimica. Por outro lado, a esterificagdo catalisada por lipase
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regioespecifica produz o monoéster em apenas uma etapa (Reyes-Duarte et al., 2005; Ghandi
et al., 2000).

Acidos graxos polinsaturados (PUFA), considerados essenciais ao organismo
humano, do tipo acido alfa-linolénico, acido eicosapentandico e o adcido docosahexanoico, sdo
encontrados em alguns 6leos como, por exemplo, 6leo de borage, extraido da planta Borago
officinalis, 6leo de Evening Primrose, extraido da planta Oenothera erythrosepala, e 6leo de
peixe, entre outros. Os acidos polinsaturados, presentes nestes 6leos precisam ser extraidos
seletivamente para serem empregados em aplicagdes médicas e aditivos em alimentos. Esta
extragdo tem sido realizada utilizando lipases através de dois processos: (1) hidrolise seletiva
do 6leo ou (2) esterificacdo seletiva da mistura de acidos graxos (Ghandi et al., 2000).

A estruturagdo de lipideos ou modificagdo de 6leos ou gorduras tem sido catalisada
por lipases regioespecificas pela possibilidade de prever a alteragdo e planejar que tipo de
modificacdo ¢ requerida no trialcilglicerol, com a finalidade de melhorar as propriedades
nutritivas ou reoldgicas do composto. Nos ultimos quinze anos, t€ém surgido um crescente
interesse neste tipo de tecnologia, principalmente pelo fato desses materiais serem obtidos de
fontes naturais e empregados como importantes matérias-primas para as industrias quimicas,
farmac€uticas e alimenticias. Desde entdo, existem alguns produtos comerciais que
correspondem a triacilglicerois modificados por processos enzimaticos utilizando lipases. Por
exemplo, o Salatrim®, um substituto de 4cidos graxos (de baixa caloria), que é comercializado
pela empresa Nabisco nos Estados Unidos e obtido por interesterificacdo enzimatica de dleo
de colza ou de soja hidrogenado com triacilglicerdis de cadeias curtas como a triacetina ou a
tributirina. Do mesmo modo, a empresa Loders-Croklaan, sucursal da Unilever nos Estados
Unidos, comercializa o Betapol® (substituto de leite materno) e o Marinol®, um 6leo

enriquecido com écidos graxos polinsaturados (Castro et al., 2004; Ghandi et al., 2000).
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As lipases também podem ser usadas para modificacdo de antioxidantes, através da
catalise seletiva destes compostos. Por exemplo, a vitamina C ¢ um antioxidante, mas devido
sua caracteristica hidrofilica ndo pode ser usada para este fim em compostos hidrofobicos
como, por exemplo, as margarinas. Este inconveniente pode ser solucionado através da
esterificacdo dos grupos hidroxilas da vitamina C. A modificacdo quimica requer condig¢des
drasticas de temperatura e pressdo, o que acarreta em uma mistura de produtos. A
esterificacdo catalisada por lipase com acidos graxos produz ésteres de vitamina C com
propriedades antioxidantes promissoras (Adamczak et al., 2005).

Os ésteres, principalmente os metilicos e etilicos, de acidos graxos de cadeia longa,
como os oleatos, palmitatos, ricinoleatos e linolenatos sdo os principais constituintes do
biodiesel. O oleato de etila, também estudado neste trabalho, encontra aplicagdes como
aditivo biologico, plastificante PVC (cloreto de polivinila), agente resistente a agua ¢ como
fluido hidraulico (Hazarika et al., 2002).

Ainda sobre os ésteres que compdem o biodiesel, algumas consideragdes serdo feitas
a seguir.

Uma das aplicagdes das reagdes de transesterificacdo catalisadas por lipases esta
relacionada com a sintese de ésteres etilicos ou metilicos que podem ser aplicados como
biodiesel. Embora grande parte da literatura assuma que os produtos das reagdes de
transesterificagdo (etandlise ou metanodlise) de oleos vegetais ou gorduras de animal sejam o
biodiesel (Vasudevan e Briggs, 2008; Chen et al., 2008; Herndndez-Martin e Otero, 2008),
neste trabalho, optou-se por utilizar os termos quimicamente corretos: transesterificacdo do
6leo de mamona, metandlise ou etanolise do 6leo de mamona, enfatizando que os ésteres
metilicos ou etilicos podem ser empregados como biodiesel. A op¢do por ndo denominar a
etanolise ou metanolise do 6leo de mamona como “biodiesel de dleo de mamona” se deve ao

fato de que este ultimo termo deve ser empregado ao produto final purificado contendo
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somente ésteres metilicos e etilicos, cuja qualidade como combustivel esteja conforme a Lei
brasileira n°® 11.097, de 13 de janeiro de 2005 que descreve: o biodiesel pode ser classificado
como qualquer combustivel alternativo, de natureza renovavel que possa oferecer vantagens
socio-ambientais ao ser empregado na substitui¢do total ou parcial do diesel de petroleo em
motores de igni¢do por compressao interna (motores do ciclo diesel). No entanto, o tinico tipo
de biodiesel ja regulamentado no territério brasileiro corresponde aos ésteres alquilicos
derivados de Oleos vegetais ou gordura animal. Como combustivel, os ésteres alquilicos
necessitam de algumas caracteristicas técnicas que podem ser consideradas imprescindiveis: a
reacdo de transesterificagdo deve ser completa, com auséncia de acidos graxos, sem tragos de
glicerina, compostos ndo-gliceridicos, catalisador residual ou alcool excedente da reagdo.
Portanto, os ésteres alquilicos de o6leos e gorduras ndo podem ser caracterizados como
biodiesel se ndo forem capazes de atender integralmente aos pardmetros fixados pelas
especificagdes como as normas ASTM D6751 (American Standard Testing Methods, 2003),
DIN 14214 (Deutsches Institut fiir Normung, 2003) ou pela Portaria n® 42 da ANP (Agéncia
Nacional do Petroleo, 2005) que, apesar de provisoria, ja estabelece as propriedades que serdo
exigidas para que este produto seja aceito no mercado brasileiro.

A sintese de ésteres etilicos ou metilicos pode ser classificada como quimica ou
enzimatica de acordo com o tipo de catalisador empregado. Atualmente, o processo de
producdo comercial de biodiesel ¢ fundamentalmente realizado por via quimica, mas a
etanodlise ou metandlise de 6leos e gorduras para a produgdo de biodiesel por via enzimatica,
ainda que recente, tem despertado grande interesse da comunidade cientifica (Lu et al., 2007).
Para se ter uma idéia, o nimero de publicacdes com este tema (lipase e biodiesel, pesquisa
realizada no Web of Science em 10/05/2008) aumentou consideravelmente nos ultimos anos

(Figura 11).
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Figura 11. Numero de publicac¢des entre 1998 ¢ 2007, usando como palavras-chave: lipase ¢

biodiesel. Fonte: Web of Science em 10/05/2008.

Tabela 4. Vantagens e desvantagens do processo quimico e enzimatico na produgdo do

Desvantagens

Dificuldade de separacdo do
catalisador

Impossibilidade de reutilizacao
do catalisador

Dificuldade de utilizagdo de
etanol hidratado

Obtengdo de produtos com
menor grau de pureza

Condic¢des reacionais drasticas

Biodiesel.
Processo Vantagens
e Simplicidade
e Alto rendimento
e Curto tempo de reagdo
Quimico
e Condigoes reacionais brandas
Enzimatico | | Facilidade de separacdo do catalisador
e Obtengdo dos produtos mais puros
e Permite o uso de etanol hidratado na
reacao

Longo tempo de reacao
Custo das enzimas

Desnaturagao pelo alcool
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Um aspecto comum a estes dois processos (quimico e enzimdatico) consiste na
otimizagdo das condi¢des de reacdo, de modo a lhes conferir caracteristicas que os tornem
viaveis e disponiveis para aplicagdes industriais. Entretanto, o processo enzimatico, uma vez
otimizado, pode-se tornar economicamente viavel, além de possibilitar a obtengdo de um
biodiesel com alta pureza e sem prévia desidratacdo do alcool (Tabela 4) (Bouaid et al., 2007,
Costa Neto, 2002).

Dos exemplos mais recentes encontrados na literatura (Tabela 5), para a obtencdo de
¢ésteres metilicos ou etilicos oriundos da transesterificagdo de 6leos ou gorduras utilizando
lipases, observa-se que a maioria dos estudos utiliza 0 metanol como receptor do grupo acila,
isto porque, ele ¢ mais reativo, produz ésteres mais volateis e, no mercado internacional, ¢
mais barato, quando se compara a outros alcoois de cadeia curta. Entretanto, devido a sua
toxicidade e devido ao fato do metanol ser produzido a partir do petrdleo, alguns autores estao
estudando outros alcoois como o etanol, propanol, isopropanol e butanol para a producdo de
ésteres componentes do biodiesel. O etanol tem maior preferéncia, pois ¢ considerado
renovavel (Akoh et al., 2007). Poucos artigos exploram receptores de grupos acila diferentes
de alcoois para estas reagdes de transesterificacdo. Ainda assim, existem alguns trabalhos que
utilizam ésteres de cadeia curta, como o acetato de etila (Modi et al., 2007).

Destaca-se ainda que os ésteres componentes do biodiesel sdo produzidos, em sua
grande maioria e em se tratando de biocatalise, utilizando enzimas comerciais, quando sdo
utilizados solventes, o mais comum ¢ o n-hexano (Akoh et al., 2007). Os tempos de reagdo
para estas reacdes, encontrados em literatura (Tabela 5), estdo entre 8 a 24 h para conversoes
acima de 80%. Os principais fatores que afetam o rendimento destas reacdes sdo razdo molar
alcool:acido, tipo do alcool, temperatura de reagdo, quantidade de agua, pureza do 6leo ou

gordura e enzimas.

37



Tabela 5. Alguns exemplos de transesterificacdo (etanolise ou metandlise) de Oleos e
gorduras catalisada por lipases.

Tipo de 6leo Catalisador Receptor Solvente | Rendimento Referéncia
ou gordura acila (%)
Girassol PPL e CRL* Metanol n-hexano | 25 (PPL), 40 Sagiroglu
imobilizadas em celite (CRL)3 h (2008).
Girassol Aspergilus oryzae Metanol - 93,6 (8 h) Chen et al.
(2008)
Gordura Candida sp. 99-125 Metanol n-hexano | 87,4 (10h) Leetal.
animal imobilizada em PEG- (2007)
6000
Oleo da Pseudomonas cepacia Etanol - 98 (8 h) Shah e Gupta
semente de (Amano) imobilizada em (2007).
pinheiro celite
manso
Oleo de Candida antartica Metanol t-butanol 97 (24 h) Royon et al.
semente de (2007).
algoddo
Oleo da Candida antartica B Acetato de - 91,3 (12 h) Modi et al.
semente de (Novozym-435) Etila (2007)
pinheiro imobilizada
manso
Oleo de soja Lipase recombinante Metanol | n-heptano 92 (12 h) Luo et al.
LipB68 (Pseudomonas (2006).
fluorescens)
Oleo de soja Pseudomonas cepacia Metanol, - 67 Noureddini et
(Amano), imobilizada Etanol 65 (1h) al. (2005).
em sol-gel
Oleo de Candida antartica 435 Metanol - 97 (24 h) Yang et al.
mamona imobilizada (2005).

*PPL: lipase de pancreas do porco, CRL: lipase de Candida rugosa.

Altas quantidades de alcool t€m inibido ou desnaturado lipases nos processos de
transesterificagdo para obtencdo de ésteres etilicos ou metilicos. Para minimizar este

inconveniente, adi¢des do alcool em etapas tem sido uma forma de melhorar a producdo dos
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¢ésteres. Shimada et al. (2002), por exemplo, adicionou o metanol em trés etapas na
transesterificagdo do 6leo de soja e a porcentagem de ésteres formados aumentou de 66% para
90%.

Os fatores quantidade de agua e temperatura, nestas e em outras reagdes com
transferéncia de grupos acila, ¢ mais dependente do tipo de enzima. Valores em porcentagens
de 4gua (de 4 a 30%) e temperaturas entre 30 e 40°C sdo relatados para reagdes de
transesterificagdo para producdo de ésteres componentes do biodiesel (Akoh et al., 2007).

Com relagdo a pureza do 6leo ou da gordura, a literatura relata que 6leos de fritura,
bruto ¢ de refinarias contém acidos graxos livres, fosfolipideos e outras impurezas que podem
inativar a lipase durante a transesterificagdo. Watanabe et al. (2002) compararam a
transesterificagdo de um 6leo de soja ndo degomado e degomado. A lipase de C. antartica ndo
catalisou a reagdo para o primeiro caso e para o 6leo degomado, a conversdo foi de 94% apos

24 h.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Este projeto teve como objetivos utilizar suportes hidrofobicos e hidrofilicos para
imobilizar lipases de Burkholderia cepacia LTEB11 e estudar os principais pardmetros que
influenciam no processo de imobilizagdo. Além disso, visou empregar as lipases em reagdes
de sintese de ésteres através de reacdes de esterificacdo, interesterificacdo e transesterificacao

em meios aquo-restritos.

3.2. Objetivos Especificos

1? Parte: Producdo e Purificacio da Enzima

e Produzir a enzima por fermentagdo submersa e purificar a enzima por métodos

cromatograficos segundo protocolos ja estabelecidos.

22 Parte: Estudos de Imobilizacdo

e Selecionar suportes que possibilitassem retencdo da atividade enzimatica, reutilizagio e
estabilidade frente ao solvente e a temperatura, através da:
e Verificacdo da eficiéncia de imobilizagdo e retencdo de atividade;
e Avaliacdo das mudancas morfoldgicas nos suportes por microscopia eletronica de
varredura (MEV);
e Comparacdo da atividade da enzima livre com a enzima imobilizada no suporte
selecionado;

e Avaliacdo de diferentes métodos de imobilizacao.

3* Parte: Estudos de Utilizacdo da Enzima em Biocatalise em Solventes Orgénicos

e Avaliar a estabilidade da enzima imobilizada em solventes organicos;
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Comparar a produgdo do oleato de etila em n-heptano e etanol usando a enzima livre ¢
imobilizada;

Determinar a regiosseletividade e tiposseletividade da lipase de Burkholderia cepacia
LTEBI11 imobilizada em reagdes de hidrélise e interesterificagdo respectivamente em n-
heptano;

Estudar a transesterificacdo do 6leo de mamona (etanolise e metanolise) catalisada pela
lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada;

Estudar os principais pardmetros que influenciam no rendimento da reagdo de
transesterificagdo do 6leo de mamona catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia
LTEBI11 imobilizada: controle de a, (atividade termodinadmica de agua) no biocatalisador,
efeito da concentragdo enzimatica no meio, razdo molar dos reagentes, efeito da

temperatura e adi¢cdo do alcool em etapas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Introducao

A parte experimental do presente trabalho foi desenvolvida nos Laboratorios:
Tecnologia Enzimatica e Biocatalise (LTEB) do Departamento de Quimica, Multi-usuario do
Departamento de Fisica, ambos na Universidade Federal do Parana (UFPR) e no laboratério
de Lipotechnie situado na Maison de Technologie do Centre de Coopération Internationale en
Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD) em Montpellier-Franca. As
imagens de microscopia eletronica de varredura foram obtidas no Centro de Microscopia

Eletronica da UFPR.

4.2. Esterilizacao dos Meios e Equipamentos
Para garantir condigdes estéreis de crescimento dos microrganismos, 0S meios
solidos de propagagdo, do inoculo e de produgdo, bem como todos os materiais utilizados

foram esterilizados em autoclave a 121 °C, durante 15 min.

4.3. Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi uma cepa bacteriana isolada de uma
contaminac¢do de meio de cultura no LTEB (Lima, 2004), e caracterizada pelo Laboratoire de
Microbiologie, Université de Provence, CESB/ESIL, Marseille, France como Burkholderia

cepacia LTEBI11.

4.4. Produciao da Enzima por Fermentacio Submersa
A cepa foi inicialmente crescida em erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL do meio

Luria Bertani (LB, cloreto de sodio, extrato de levedura e triptona bacteriologica), a 29 °C e
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150 rpm. Ap6s 8 h, 1 mL da cultura, correspondente a 10® células.mL™, foi inoculado em
erlenmeyers de 500 mL contendo 150 mL de meio composto de KNO; - 3,54 g. L, K,HPO, -
1,0 gL', MgSO4. 7H,0 - 0,5 gL', NaCl - 0,38 g.L"!, FeSO,. 7H,O - 0,01 g.L"', extrato de
levedura 5 g.L'1 e 1% (v/v) de 6leo de oliva comercial (marca Gallo).

Para a manutencao, realizada mensalmente, a cepa de B. cepacia foi inoculada em 50
mL do meio liquido Luria-Bertani (LB) e cultivada a 29 °C, 200 rpm, durante 12 h ou tempo
necessario para se atingir Aggo igual a 0,6, valor este equivalente a 10® células/mL. Deste
meio foi retirado 1 mL e adicionado a 1 mL de glicerol 40% (v/v), previamente esterilizado
em autoclave. A cepa foi adicionada de glicerol (40%, v/v) entdo armazenada sob refrigeracdo

a-18°C.

4.5. Producio do Extrato Lipolitico Bruto de Burkholderia cepacia

Em todo o trabalho adotou-se a denominagdo “extrato lipolitico bruto” ou “extrato
bruto” para designar o produto contendo atividade lipolitica resultante da precipitacdo do
sobrenadante de cultura com sulfato de amonio a 80% de saturagdo. Um esquema geral do

procedimento para a producao do extrato bruto de B. cepacia esta apresentado na Figura 12.

4.6. Ensaios Preliminares de Purificaciao
4.6.1. Precipitacio com Sulfato de Amonio

Quando a atividade lipolitica era maxima (72 h), os cultivos foram interrompidos e
as células, separadas. O contetido dos frascos foi centrifugado a 8500 g por 30 min. Sulfato de
amonio foi adicionado ao sobrenadante (em banho de gelo) até 80% de saturagdo, com
agitacdo branda. O extrato foi mantido a 4 °C por 12 h, com agitagdo branda, sendo depois
centrifugado a 8500 g por 10 min. O sobrenadante foi removido e o precipitado ressuspendido

em um volume minimo de tampéo fosfato 0,05 mol.L™, pH 7,0. Esta suspenséo foi dialisada
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contra este mesmo tampao a 4 °C, com 2 trocas. A frac¢do dialisada foi liofilizada e delipidada

(através da extragdo liquido-liquido e extragdo sélido-liquido) como descrito a seguir.

~ . )
Producédo da enzima

por 72 h (item 4.5)

[ Centrifugagdo 8500 g, 30 |
min, 4°C
|
| |

[ Precipitado descartado J [ Sobrenadante de cultura |

A J

(células)

(Precipitagﬁo com sulfato de]
| amonio 80% (item 4.6.1.) |

[ Centrifugacio 8500 g, 10
min, 4°C
|
| |
[ Sobrenadante descartado ] [ Precipitado ]

|

Ressuspensdo e dialise em tampao
fosfato 0,02 mol.L”, pH 7,0

A J

[ Extrato Lipolitico Bruto ]

Estudos de imobilizacao Estudos preliminares de
(item 4.8) purificacdo (item 4.6)

Figura 12. Representagdo esquematica para a producdo do extrato lipolitico bruto de
Burkholderia cepacia LTEBI11.
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4.6.2. Delipidacdo do Extrato Lipolitico Bruto

a) Extracdo Liquido-Liquido

Esta etapa teve como finalidade garantir que compostos remanescentes da
fermentagdo (6leos, acidos graxos e lipidios) ndo interferissem na imobilizagdo ou na
purificacdo da enzima. Inicialmente, a delipidag@o foi realizada através da extragdo liquido-
liquido em funil de decantagdo, utilizando 10 mL do extrato bruto e varias porgdes

(normalmente 8) de 10 mL de uma mistura de solventes (cloroférmio - metanol 2:1).

b) Extracio Sélido-Liquido

Aproximadamente 1 g do extrato bruto liofilizado foi transferido para um
erlenmeyer de 125 mL, sendo adicionados 15 mL de diferentes solventes e misturas
(cloroférmio - metanol 2:1, cloroférmio - n-butanol 1:9, cloroférmio - n-butanol 9:1 e n-
heptano). Em seguida, agitou-se em agitador orbital a 200 rpm por 15 min e filtrou-se. Para os
dois tipos de extragdo analisou-se a fase organica por cromatografia em camada delgada
(CCD), em placas contendo fluoresceina (Sigma) (4.11.3.). Repetiu-se a extragdo até que
nenhuma mancha fosse detectada na placa de CCD. Além disso, a atividade da enzima foi
determinada antes e depois do processo de extragdo para avaliagdo das perdas durante o
processo de delipidacdo. O método utilizado foi o da hidrolise do pNPP (palmitato de p-

nitrofenila, Sigma) em meio aquoso (4.11.1.1.).

4.6.3. Liofilizacdo do Extrato Lipolitico Bruto
A secagem das amostras, sempre que especificada nos experimentos, foi realizada
em liofilizador Jouan LP3® modelo 60, durante aproximadamente 24 h, a - 46 °C e sob vacuo

de 0,1 mBar.
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4.6.4. Tratamento do Extrato Lipolitico Bruto com Isopropanol

Uma das dificuldades na purificagdo das lipases ¢ a possibilidade de formagdo de
agregados de alta massa molar devido a presenga de lipideos ou a caracteristica fortemente
hidrofébica que a estrutura protéica das lipases apresenta. Analises preliminares do extrato
bruto por cromatografia de permeagdo em gel indicaram que a enzima estava presente na
forma de um agregado de alta massa molar (Lima, 2004). A estratégia utilizada por este autor
para a desagregacdo da enzima foi tratar o extrato bruto com isopropanol 30% (v/v).

No presente trabalho, a existéncia de agregados de proteinas no extrato lipolitico
bruto poderia influenciar na etapa de imobilizagdo da enzima; por isso foi importante
continuar os estudos de desagregacdo da enzima iniciados por Lima (2004). Levando-se em
conta a clarificacdo do extrato (que se apresentava turvo) e a manutencdo da atividade
enzimatica, estudou-se diferentes propor¢des de isopropanol no extrato bruto (desde 10 a 80%
v/v). Para tal, isopropanol foi adicionado ao extrato bruto em diferentes propor¢des e apds
meia hora a 30 °C, mediu-se a atividade frente ao pNPP (4.11.1.1.). Avaliou-se também a
influéncia da adi¢do do isopropanol ao extrato bruto apos 16 h de contato (tempo requerido no
procedimento de imobiliza¢do da enzima). Para tal, o extrato bruto (0,5 mL) foi adicionado a
tubos Eppendorf contendo diferentes propor¢des de isopropanol (desde 10 a 80% v/v) e
agitado em camara incubadora com agitagdo orbital (shaker) (200 rpm) por 16 h a temperatura
ambiente. Apés este procedimento, mediu-se a atividade residual do extrato frente ao pNPP

em meio aquoso (4.11.1.1.).

4.7. Purificacio do Extrato Bruto por Cromatografia de Interacio Hidrofobica

A purificacdo do extrato bruto teve como finalidade verificar o efeito da delipidagdo

na desagregacdo das enzimas ¢ para a realizacdo das analises em microscopia de forga
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atdbmica (item 4.11.4). Para tanto, realizou-se o procedimento conforme protocolo
estabelecido por Lima (2004).

O extrato bruto foi aplicado em coluna (de 1 cm de didmetro e 30 cm de altura)
contendo 24 mL do gel Octyl Sepharose CL4B (Amersham Bioscience). Este gel ¢ composto
por matriz de agarose 4% com ligagdes intercruzadas, contendo substituintes octila ligados
covalentemente. O tamanho médio das particulas ¢ de 90 um e o grau de substituicdo esta em
torno de 40 pmol de grupos octila/mL de gel. O empacotamanto foi realizado manualmente e
a coluna foi pré-equilibrada com tampao Tris-HCI pH 7,0 0,02 mol.L™'. A amostra contendo
30% (v/v) de isopropanol (sem e com delipidagdo) foi centrifugada a 8500 g por 5 min,
injetada na coluna e eluida num sistema de gradiente contendo tampéao Tris-HCI (pH 7,0 0,02
mol.L™") e tampdo Tris-HCI (pH 7,0 0,02 mol.L™") com isopropanol 60% (v/v), com vazdo de
0,4 mL.min" em um sistema de cromatografia liquida- FPLC (Fast Performance Liquid
Chromatography, Amersham Bioscience). Fragdes de 1 mL foram coletadas, num total de 55
aliquotas. As fragdes com atividade lipolitica foram reunidas, concentradas liofilizadas e

analisadas por eletroforese SDS-PAGE.

4.7.1. Eletroforese SDS-PAGE

Para acompanhar as etapas de purificagdo das lipases, as amostras correspondentes
aos diversos passos de purificacdo foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE (gel de
eletroforese composto por poliacrilamida dodecil sulfato de soédio), utilizando o método
descrito por Laemmli (1970). Os géis utilizados tinham uma concentragdo de 12% em
poliacrilamida, e foram corados para proteinas pelo método do nitrato de prata, de acordo com
Blum et al (1990).

A corrida foi realizada em um equipamento Amersham Pharmacia Biotech Power

Supplly-EPS 601, com 90 V, 25 mA e o tempo de corrida foi de aproximadamente 10 h.
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Amostras de 1, 2 e 4 pug foram aplicadas. Os padrdoes (Amersham Pharmacia Bioscience)
utilizados para a curva analitica foram: fosforilase b, 94 kDa; albumina, 67 kDa; ovalbumina,

43 kDa; amidrase, 30 kDa; inibidor de tripsina 20,1 kDa; o lactabumina, 14,4 kDa.

4.8. Estudos de Imobilizacao
4.8.1. Selegio do Suporte para Imobilizacdo

O objetivo desta etapa foi o de selecionar materiais que propiciassem facilidade de
imobilizacdo ¢ manutencdo da atividade enzimatica, além da possibilidade de reutilizagdo da
enzima imobilizada.

Os suportes testados estdo apresentados na Tabela 6. O processo de imobilizagdo
estudado foi a adsorcdo interfacial (através de interagdes hidrofobicas, hidrofilicas ou
ligagdes de hidrogénio) da proteina pelo suporte. As metodologias para imobilizagdo serdo
descritas a seguir.

Tabela 6. Caracteristicas principais dos suportes empregados para imobilizagcdo da lipase de
Burkholderia cepacia LTEBI11.

Suporte Composicao Procedéncia Caracteristicas
Accurel EP Polipropileno em po Akzo Nobel Fase, Hidrofoébico
100 Obernburg,Germany 0,902 g.cm™,
200 — 1000 pm
Accurel EG | Polipropileno em pellets Akzo Nobel Fase, Hidrofébico
100 Obernburg,Germany
Amberlite Poliestireno- Fluka Hidrofoébico 20 a 60
XAD16 divinilbenzeno em mesh
esferas
PET Politereftalato de etileno Braskem Sao Paulo-SP Hidrofoébico
em pellets
PEBD Polietileno de baixa Braskem Sao Paulo-SP Hidrofébico
densidade em po 0,915-0,935 g.cm™
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Tabela 6. Caracteristicas principais dos suportes empregados para imobilizagdo da lipase de
Burkholderia cepacia LTEB11 (continuagdo).

Suporte Composiciao Procedéncia Caracteristicas
EVA Polietileno vinil acetato Braskem Sao Paulo-SP Hidrofobico
em pellets
HDL-L Hidroxiduplolamelar- Prof. Fernado Wypych/ Hidrofobico
laurato Gregorio Arizaga
HOZ-L Hidroxido de zinco- Prof. Fernado Wypych/ Hidrofobico
laurato Gregorio Arizaga
DQ/UFPR
AMP Alumina meso-porosa Prof. Fernado/ Gregoério Hidrofilico*
Arizaga Wypych DQ/UFPR
DTA Diatomacea (silica) Brasilminas S&o Paulo- SP Hidrofilico

* obtida pela transformacdo da caulinita em meta-caulinita e posterior lixiviamento da alumina em
meio alcalino.

4.8.1.1. Procedimentos de Imobilizacao

Para os suportes Accurel EP 100 e EG 100, Amberlite, PET, PEBD e EVA, o
material (0,1 g) foi umedecido com solugdo de etanol (com 50% em agua, v/v) por 30 min a
fim de excluir o ar contido dentro das particulas. Em seguida, lavou-se o suporte com agua
deionizada e filtrou-se. Para a imobilizagdo, foi utilizado o método proposto por Al-Duri e
Yong (1999). Foram colocados em um erlenmeyer 0,1 g do suporte ¢ 4 mL de diferentes
concentragdes (de 1 a 3 mg de proteina/0,1 g de suporte) da solugéo lipolitica (delipidada,
conforme descrito em 4.6.2/b), com a finalidade de verificar a maxima quantidade de proteina
a ser imobilizada por grama de suporte. Esta mistura foi agitada a 200 rpm e temperatura
ambiente por 16 h. A mistura foi entdo filtrada, secada em dessecador a vacuo por cerca de 12
h e armazenada a 4 °C (Figura 13).

Para a alumina meso-porosa (AMP), o material foi lavado com tampao fosfato pH

7,0, 20 mmol.L" para corre¢do do pH (inicial de 10,3) e posteriormente centrifugado.
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Retirou-se o sobrenadante com o auxilio de uma micropipeta. Antes de ser utilizada, a silica
foi ativada em estufa entre 120 e 150 °C durante 12 h. A secagem foi entdo realizada seguindo
esses parametros, obtendo-se assim o suporte ja ativado. O suporte ndo utilizado foi
armazenado e ativado a cada novo experimento. Tendo-se preparado o suporte, a imobilizagao
foi realizada colocando, em um erlenmeyer, 0,1 g do suporte e 4 mL de diferentes
concentragdes (de 1 a 3 mg de proteina/0,1 g de suporte) da solucdo lipolitica (delipidada
como descrito em 4.6.2./b), com a finalidade de verificar a maxima quantidade de proteina a
ser imobilizada por grama de suporte. Esta mistura foi agitada a 200 rpm e temperatura
ambiente por 16 h. A mistura foi entdo filtrada, secada em dessecador a vacuo por cerca de 12

h e armazenada a 4° C.

Suporte
Etanol/ 4gua

16 h, 200 tpm 12 h,4°C

Figura 13. Representacdo esquematica do processo de imobilizagdo por adsorcdo fisica da
lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11.

Para os suportes diatomacea (terra diatomacea), HDL-L e HOZ-L ndo houve
preparacdo prévia dos suportes e o procedimento de imobiliza¢do foi 0 mesmo descrito para a
AMP, descrito acima.

A vpartir dos resultados experimentais, considerando os suportes onde houve
imobilizacdo, foram calculados os parametros do processo de imobilizacdo E (Eficiéncia da
imobilizacdo) e R (Retengdo da atividade), a partir das Equagdes 1 e 2, respectivamente

(Yadav e Jadhav, 2005; Bon et al., 1986):
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Sendo: At : atividade inicial total de hidrélise frente ao pNPP, antes da imobilizagao (U);
Aty atividade final total de hidrolise frente ao pNPP no sobrenadante apds a
imobilizagao (U);
Ao: atividade observada do imobilizado (U. g'1 do suporte);
Ar: atividade teérica do imobilizado (U.g” do suporte).

U: unidades totais de atividade (umols do produto/min)

Para o célculo da eficiéncia (E), considerou-se atividade inicial e final do
sobrenadante frente a reacdo de hidrolise do pNPP em meio aquoso (4.11.1.1). Para os
calculos de retengao da atividade (R), considerou-se a atividade da enzima imobilizada tanto
em meio aquoso quanto em meio organico (4.11.1.2). Neste ultimo, a medida da atividade
teorica foi realizada com base na atividade da enzima liofilizada adicionada diretamente ao

meio reacional.

4.8.2. Cinética de Imobilizacdao

Esta etapa teve como objetivo determinar o tempo de contato entre o extrato
lipolitico e o suporte para atingir-se uma quantidade de enzima imobilizada proxima a 100%,
o que foi verificado pela auséncia de atividade e de proteina no sobrenadante apos a
imobilizacdo. A cinética foi realizada com o suporte selecionado no estudo de eficiéncia de
imobilizacdo e retencdo da atividade. Utilizou-se uma relagdo de 25 mg de proteina por
grama do suporte selecionado (Accurel EP 100). O extrato bruto (200 mL) preparado

conforme 4.5. e 4.6.2./b (liofilizado, delipidado e ressuspenso em tampao fosfato de potassio
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pH 7,0 50 mmol.L™) foi colocado em contato com o suporte em erlenmeyers de 500 mL, sob
agitacdo de 200 rpm, a temperatura ambiente. Aliquotas de 0,5 mL foram retiradas em 0, 6,
12, 24 e 48 h durante a imobiliza¢do. A atividade e a concentracdo residual de proteina do
sobrenadante, medida pelo método do pNPP e Bradford (1976), foram expressas em

porcentagem de atividade e proteina inicial, respectivamente.

4.9. Simultinea Producio e Imobilizacido de Lipases (SPIL)

Como ja comentado anteriormente, a imobilizagdo por adsor¢do ¢ uma metodologia
simples e bastante usada para imobilizagdo de lipases. Apesar da simplicidade do processo de
imobilizacdo, as etapas anteriores de preparacdo (purificagdo parcial) do extrato bruto sdo
trabalhosas, pois envolvem centrifugacdo do meio de cultura para separagdo das células,
concentragdo do extrato por precipitagdo, dialise, liofilizagdo, delipidacdo e, finalmente, a
imobilizacdo. No presente trabalho, este processo foi denominado de “imobilizacdo ou
processo convencional”. Com o objetivo de reduzir este nimero de etapas, foram realizados
estudos de producdo e imobiliza¢do simultdneos (SPIL) da lipase de B. cepacia LTEB11 em
Accurel EP 100. O suporte foi pré-selecionado nos estudos de imobilizagao.

O processo SPIL iniciou-se com a inoculagdo de 1 mL do microrganismo em 150
mL do meio de cultivo contidos em erlenmeyers de 500 mL (conforme 4.5). Apds tempos
determinados de cultivo (12, 24 e 48 h), transferiu-se o0 meio de cultura para erlenmeryers de
500 mL contendo 3 g de Accurel EP 100 (lavados previamente com alcool etilico e agua
destilada e esterilizados) (Figura 14). Esta quantidade de suporte foi escolhida com base na
saturagdo do suporte, calculada em experimentos prévios (4.8.1). A fermentacdo foi
acompanhada durante 72 h (ponto maximo de producdo da enzima). A atividade da lipase de
B. cepacia imobilizada por SPIL foi comparada com a atividade da enzima imobilizada de

forma convencional (conforme 4.8).
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Microrganismo:
Burkholderia cepacia

Pré In6culo LB
LTEBI]

Cultivo com
Meio de sais e 6leo de oliva
(1%)
| ~ Adigio do suporte (20 g.L") ao
v meioem 12,24 e¢ 48 h

Ap6s 72 h, filtragao

Sobrenadante Enzima imobilizada
descartado

Figura 14. Representacdo esquematica para a simultanea produ¢do e imobilizacdo da lipase
de Burkholderia cepacia LTEBI11.
4.9.1. Planejamento Fatorial

Visando a otimizacdo do processo de imobilizagdo por SPIL, utilizou-se um
delineamento fatorial 3° fracionario com trés repetigdes no ponto central, totalizando 15
ensaios (Box ¢ Behnken,1960). As variaveis independentes estudadas foram: tempo (h) de
adicao do suporte (x;), concentragdo de suporte (g.L'l) (x2) e concentracao (%, v/v) de 6leo de
oliva (x3) no meio de cultura. As varidveis, seus niveis e valores reais estdo apresentados na
Tabela 7. A variavel resposta (ou dependente) investigada neste estudo foi a atividade da
enzima imobilizada (U.mg” de suporte), dosada através da hidrolise do pNPP em meio
aquoso (4.11.1.1).

Os dados experimentais foram analisados através da regressdo polinomial de

segunda ordem representada pela Equacdo 3 (Shih et al., 2007):

3 3 2 3
2
Y= :Bko + Zﬂkixi +Zﬂkﬁxi + z Zﬂkijxixj
i=1 i=1 i=l j=i+l (3)
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Sendo: Y a variavel resposta (atividade da lipase imobilizada U.mg™ de suporte)
Bro, Pri» € Prij os coeficientes constantes e x; € x; as varidveis independentes ndo

codificadas.

O modelo matematico foi testado para a falta de ajuste pelo teste F através da analise
de variancia (ANOVA) usando o programa STATISTICA® (Data Analysis Software System),

versao 5.0.

Tabela 7. Varidveis e niveis para o delineamento fatorial fracionario com 3 niveis e 3
variaveis para otimiza¢do do processo de producdo e imobilizagdo simultdneas (SPIL) da
lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11.

Variaveis Simbolo Niveis
-1 0 +1
Tempo de adi¢do do suporte a fermentacdo (h) TA 0 12 24
Concentragdo de suporte no meio de cultura (g.L™) [S] 10 20 30

Concentragao do dleo de oliva (%, v/v) no meio de cultura [O] 0,25 0,625 1,0

4.10. Estudos de Utilizacdo da Lipase em Biocatilise em Solventes Organicos
4.10.1. Estabilidade da Lipase Livre e Imobilizada a Temperatura

A estabilidade a temperatura da enzima livre liofilizada (na forma de po) e
imobilizada (processo SPIL com adi¢do do Accurel EP 100 apds 12 h de cultivo, 20 g.L'1 de
suporte e meio de cultivo contendo 1% de 6leo de oliva), foi estudada em solventes organicos.
A finalidade destes experimentos foi testar a estabilidade térmica da enzima em solventes
hidrofobicos e hidrofilicos. Trés solventes foram testados: etanol (log P -0,24), pela
possibilidade de se realizar a sintese do oleato de etila utilizando o etanol como solvente
(reagdo modelo), n-heptano (log P 4,0), no qual ja se sabia que a enzima era estavel (120

6%) (Lima, 2004) e acetonitrila (log P —0,33), pela possibilidade de futuramente a enzima ser
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empregada em reagdes onde se faz necessaria a utilizagdo de solventes hidrofilicos, como por
exemplo na sintese de ésteres de agticar (Afach et al., 2005; Kim et al., 2004; Zhang et al.,
2002).

Nestes ensaios, utilizou-se 50 mg da enzima imobilizada por SPIL ou de extrato
lipolitico liofilizado (delipidado e seco em dessecador a temperatura ambiente, 12 h).
Adicionou-se 2 mL do solvente a enzima e incubou-se a 37 °C e 50 °C por 3 h. Apos a
incubagdo no respectivo solvente, o material foi filtrado e seco em dessecador (12 h).
Utilizou-se 1 mg da enzima imobilizada ou 1 mg do pd para determinar a atividade residual

da enzima pelo método do pNPP aquoso (4.11.1.1).

4.10.2. Reacoes de Esterificacdo do Oleato de Etila

ReagOes de sintese do oleato de etila foram realizadas com trés diferentes
preparacdes enzimaticas: enzima livre (liofilizada), imobilizada na forma convencional, e
imobilizada pelo processo SPIL, utilizando n-heptano ou etanol como solvente.

Quando se utilizou o n-heptano como solvente, a sintese foi realizada em
erlenmeyers de 25 mL, com 5 mL de solvente, 116 uL de 4cido oléico (70 mmol.L™) (Carlo
Erba, grau de pureza para HPLC), 62 pL de etanol (210 mmol.L™") (Carlo Erba, PA)a 37 °C e
com agitacdo orbital de 200 rpm. No caso da sintese utilizando o etanol como solvente, o
volume de etanol foi de 5 mL e a reacgdo foi realizada nas mesmas condi¢des citadas acima.
Para comparar a reagdo onde se empregou a enzima livre e imobilizada de forma
convencional, foi adicionada certa quantidade da enzima, de forma que a atividade enzimatica
adicionada para dois tipos de amostras fossem equivalentes (90 U.mL" do meio reacional).
Para a comparagdo das enzimas imobilizadas de forma convencional e por SPIL, utilizou-se a
mesma quantidade de suporte (450 mg). Trés controles foram realizados: adicionou-se ao

meio reacional (1) enzima livre desnaturada; (2) suporte sem a enzima e (3) enzima
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imobilizada e desnaturada. Para a desnaturacgdo, utilizou-se a autoclave a 121 °C, 15 min. A
verificagdo da total desnaturacdo foi realizada através da dosagem da atividade da enzima
(livre e imobilizada) utilizando o método da hidrdlise do pNPP (4.11.1.1). O curso das
reacOes foi seguido retirando-se aliquotas de 100 uLL em diferentes intervalos de tempo. A

determinacgdo da atividade enzimatica de esterificacdo foi feita pelo método de Lowry-Tinsley

(4.11.1.4.).

4.10.3. Determinaciio da Regiosseletividade e Tiposseletividade da enzima

a) Determinacio da Regiosseletividade

As lipases produzidas por cepas de B. cepacia sdo ndo-especificas na forma livre
(Kaieda et al., 2001). No presente trabalho investigou-se a possibilidade de alteragdo desta
regiespecificidade ap6s a imobilizagdo em Accurel EP100 por SPIL. A regiosseletividade da
lipase foi analisada através da quantificagdo dos produtos da hidrolise da trioleina por
cromatografia em camada delgada com detector de ionizagao de chama (TLC-FID) (Iatroscan
MK-6, Mitsubishi Kagaku Iatron, Tokyo, Japan). A reacdo foi realizada em fracos de 25 mL
com 100 U de enzima (dosadas pelo método do pNPP aquoso, item 4.11.1.1), 10 mL de n-
heptano, 547 uL (500 mg) de trioleina (0,56 mmol), 50 uL. de agua, a 37 °C e com agitacdo
orbital de 300 rpm. O curso da reagdo foi seguido retirando-se aliquotas de 200 pL (contendo
20 mg de lipideos) em diferentes intervalos de tempo.

Apos a evaporacdo do solvente do meio reacional, adicionou-se 1 mL de n-hexano
as amostras. Aliquotas de 1 pL (contendo 20 pg de lipideos foram aplicadas sobre hastes de
silica (denominada S-III Chromarods, Figura 15). Apds a aplicagdo, fez-se a eluicdo com uma
fase movel contendo tolueno:cloroférmio:acido acético (70:28:1) durante 30 min. Em
seguida, as hastes foram secadas por 10 min a 150 °C e analisadas em latroscan, que analisa o

conteudo lipidico presente no Chromarods por FID. A porcentagem de hidrolise representa o
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conteudo relativo de acidos graxos livres em relagdo ao conteudo total dos residuos acilicos

(Equagao 4).

(a) (b) (©)

(d)

Figura 15. Sistema TLC-FID composto, por exemplo, por 10 hastes de silica denominadas S-
I Chromarods (a). Em cada haste é possivel depositar (por meio de aplicagdo automatica)
uma amostra contendo lipideos (b). Apods a elui¢do e secagem em forno (c), as hastes sdo
analisadas no latroscan (d).

[4GL]
[TAG]+[DAG]+[MAG]

Y%hidrolise =

“)

Sendo:

AGL: acidos graxos livres;
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TAG: triacilglicerdis;
DAG: diacilglicerdis;

MAG: monoacilglicerdis.

b) Determinacdo da Tiposseletividade

A tiposseletividade da lipase de B. cepacia imobilizadas em Accurel EP 100 por
SPIL foi investigada através de reacdes de interesterificagdo, utilizando-se como substrato
fixo a tricaprilina (C8:0, 0,2 mmol) e variando-se o outro éster, desde C4:0 at¢ C18 (0,1
mmol), saturados ou insaturados: tributirina (C4:0), tricaprina (C10:0), trilaurina (C12:0),
trimiristina  (C14:0), tripalmitina (C16:0), triestearina (C18:0), trioleina (C18:1 A,
triricinoleina [C18:1 A’ (OH)], trilinoleina (C18:2 A9’12) e trilinolenina (C18:3 A9’12’15) (todos
da FLUKA, grau de pureza 99%).

Para cada reag@o utilizou-se frascos de 25 mL com aproximadamente 30 mg (100 U,
dosadas pelo método do pNPP aquoso, item 4.11.1.1.) da enzima imobilizada, 5 mL de »-
heptano, a 45 °C, agitacdo orbital de 300 rpm. O curso da reacdo foi seguido por
cromatografia gasosa (CQG) retirando-se aliquotas de 10 pL em diferentes intervalos de tempo,
com uma dilui¢@o de 1:10 com cloroférmio para a reacdo entre a tricaprilina e a triricinoleina
¢ uma dilui¢do 1:20 com n-hexano para as demais reagdes.

A cromatografia gasosa foi realizada em equipamento Fisons (Manchester,
Inglaterra), contendo uma coluna (HP1-SIM DIST, 100% dimetilsiloxano) de 15 metros, 0,53
mm de didmetro interno e 0,5 um de didmetro de particula. As condigdes cromatograficas
foram: injecdo (1 pL) modo split (razdo 1:10), detector por ionizagdo em chama a 340 °C, gas
de arraste (He) a 5,5 mL.min™". A programacdo de temperatura foi de 120 a 300 °C, a 20
°C.min™', para as reagdes de interesterificagio contendo tributirina e tricaprilina, ¢ para as

reacdes entre tricaprilina e os demais triacilgliceréis, de 150 a 330 °C a 10 °C.min™', 10 min a
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330 °C. A identificacdo e a quantificacdo dos ésteres foram feitas pela inje¢do de cada éster
em concentragdes conhecidas, injetados antes da adicdo da enzima. Apods obtencdo dos
cromatogramas, as areas dos picos de todos os ésteres (reagentes e produtos), analisados em
diferentes tempos de reacdo, foram integradas. O tempo de reteng@o de cada componente pode

ser visualizado na Tabela 8.

Tabela 8. Tempo de retencdo dos triacilglicerois utilizados nas reagdes de interesterificagao
analisados por cromatografia gasosa (coluna HP1-SIM DIST, 100% dimetilsiloxano).

Tempo de retengdo (min)

reagentes produtos
TCI1 + TC2 TC1|TC2

TC8:0+TC4:0 48 1095|2235

TC8:0+TC10:0 85 | 6,4 | 7.5
TC8:0+TC12:0 11,3 | 7,5 | 9,5
TC8:0+TC14:0 14 | 8,6 | 114

TC8:0+TC16:0 5,3 16 | 9,6 | 13
TC8:0+TC18:0 18 |10,5]| 14,6
TC8:0+TC18:1 17,8 | 10,4 | 14,4
TC8:0+TC18:1(OH) 20,4 | 11,2 | 15,8
TC8:0+TC18:2 17,8 | 10,3 | 14,4
TC8:0+TC18:3 17,9 | 10,4 | 14,5

Sendo: TC-triacilglicerol

4.10.4. Aplicacdao das Lipases em Reacoes de Transesterificacdo

4.10.4.1. Ensaios preliminares

Nas reagdes de sintese de ésteres etilicos por transesterificacdo foram utilizados
como substratos o 6leo de mamona e etanol (etandlise) ou metanol (metanolise), sem a
utilizagdo do co-solvente n-heptano. Foram comparados os desempenhos das lipases

imobilizadas pela forma convencional e por SPIL.

59



As reacgdes foram realizadas em frascos de 25 mL contendo 3 g (contendo 3 mmol,
com aproximadamente 90% em triricinoleina) de 6leo de mamona (Sigma), 365 ulL de
metanol (Carlo Erba, PA) ou 525 pL de etanol (Carlo Erba, PA) (razdo molar 1:3 dleo:élcool),
30 mg de enzima imobilizada (100 U dosadas pelo método do pNPP aquoso, item 4.11.1.1.),
45°C e 300 rpm. O curso da reacdo foi seguido retirando-se aliquotas de 10 pL do meio
reacional em diferentes intervalos de tempo. Em seguida, fez-se uma diluigdo da amostra de
1:10 ou 1:30 com cloroféormio. A separacdo dos triacilglicerdis e do produto da
transesterificagdo (ricinoleato de metila ou etila) foi realizada utilizando cromatografia gasosa
(CG) como descrito em 4.10.3.b. A programacdo de temperatura foi de 150 a 330 °C a 10
°C.min"", 10 min a 330 °C. A quantificagio dos novos ésteres formados foi realizada através
da integracdo das areas em comparagdo com o ricinoleato de metila. Este padrio foi
sintetisado a partir da hidrélise quimica da triricinoleina, que foi metanolizada em uma
solugdo de 1% H,SO4 em MeOH (v/v) por 12 h a temperatura de 80 °C, sob refluxo. A
mistura foi neutralizada com uma solugdo de NH4OH (25%, v/v) e os ésteres metilicos de
acidos graxos hidroxilados resultantes da esterificacdo foram extraidos através de uma

parti¢do entre CHCl; e H,O (Monteiro et al., 2007).

4.10.4.2. Otimizacdo da Producio de Esteres Etilicos do Oleo de Mamona

A otimizagdo para a produgdo de ésteres etilicos do 6leo de mamona foi realizada
através da etandlise do dleo vegetal, estudando-se e os principais parametros que podem
interferir nas reacgdes catalisadas por lipases, a saber: atividade de 4gua do biocatalisador (ay:
0,19; 0,22; 0,29; 0,44; 0,68), concentracdo de enzima (100, 200, 300 e¢ 400 U), razdo molar

(6leo:alcool 1:3; 1:6; 1:9; 1:12), temperatura (30, 45 °C) e adi¢do do etanol em duas etapas.
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As reagdes foram realizadas com 3 g de 6leo de mamona, 525 pL de etanol (razéo
molar 1:3 6leo:alcool), 30 mg de enzima imobilizada (100 U dosadas pelo método do pNPP
aquoso, item 4.11.1.1.), 45°C e 300 rpm. O curso da reacgdo foi seguido por CG como descrito

no item (4.10.3.b).

a) Atividade de Agua do Biocatalisador

Para obtengdo das atividades de agua requeridas nos experimentos, os preparados
enzimaticos foram incubados a 25 °C, durante 5 semanas, em recipientes hermeticamente
fechados contendo diferentes solugdes salinas saturadas para as atividades de agua (ay)
requeridos, a saber LiCl (ay= 0,12), CH;COOK (ay= 0,22), MgCl, (ay,= 0,33), K,CO3 (ay=
0,44), Mg(NO3); (aw= 0,53) e NaCl (ay= 0,75). Apds 2, 4 ¢ 5 semanas de incubacgio, a ay, das
amostras foi determinada através de um sistema Aqualab (FA-st/l, GBX, Romans, Franga). O
equipamento trata-se de um higrometro que ¢ calibrado antes da dosagem da a,, da amostra
com solucdo salina saturada de KNOj;. A amostra ¢ adicionada em placas, proprias do

equipamento (Figura 16), e analisadas quanto a atividade de agua.

Figura 16. Equipamento Aqual.ab, utilizado para dosar a atividade de agua (ay) da lipase de
Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em Accurel EP 100. (a) Regido onde a amostra
foi depositada antes da medida da a,,.
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Verificou-se que, a partir da segunda semana de incubagdo, ndo houve mudancas
significativas na a,, das amostras. Para os valores tedricos de ay de 0,12; 0,22; 0,33; 0,44; 0,53
e 0,75, o equilibrio foi atingido quando os valores de a,, atingiram 0,19; 0,22; 0,29; 0,44 e

0,68, respectivamente.

b) Efeito da Concentracdo da Enzima

Neste estudo, variou-se a quantidade de enzima no meio reacional, mantendo as
outras condi¢des descritas no item 4.10.4.2 (a) (razdo molar 6leo:alcool 1:3, 45 °C, a,, da
enzima de 0,4 ¢ 300 rpm), com a finalidade de diminuir o tempo e aumentar o rendimento da
reacdo. Para tanto utilizou-se 30, 60, 90, 120 mg de enzima imobilizada com unidades totais
em atividade no meio reacional de 100, 200, 300 e 400 U (dosadas em pNPP aquoso, item

4.11.1.1.), respectivamente.

¢) Efeito da Razdo Molar (6leo:alcool) e da Temperatura

Foram estudadas as razdes molares (6leo:alcool) de 1:3, 1:6, 1:9 e 1:12 ¢ as
temperaturas de 30 ¢ 45°C. As outras condigdes foram mantidas constantes (120 mg de

enzima- 400 U totais, 45 °C, a,, da enzima de 0,4 ¢ 300 rpm).

e) Adicdo do Etanol em Duas Etapas

Comparou-se a adi¢do do etanol em uma e em duas etapas, com o objetivo de
diminuir o impacto do solvente na atividade da enzima. No primeiro caso, toda a quantidade
de etanol requerida no experimento foi adicionada no inicio da reacdo; no segundo caso,
adicionou-se metade da quantidade (1,5 mmol ou 262,5 pL) no inicio da reagdo e a outra
metade apos 4 h de reacdo. As outras condigdes foram mantidas constantes, conforme citado

acima.
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4.11. Métodos Analiticos

4.11.1. Determinacdo de Atividade Lipolitica

4.11.1.1. Método da Hidrolise do pNPP em Meio Aquoso

Este método espectrofotométrico foi utilizado ao longo de todo o trabalho para
determinar a atividade lipolitica durante a fermentacdo, para estudar a cinética da lipase
imobilizada e para a etapa de selecdo de suportes. Foi inicialmente descrito por Winkler e
Stukmann (1979), sendo modificado conforme Krieger (1995). Baseia-se na hidrdlise do
palmitato de p-nitrofenila pela enzima, em meio aquoso contendo como surfactantes a goma
arabica (Sigma) e o Triton X-100 (Sigma). A liberagdo do p-nitrofenol, de colora¢do amarela

¢ seguida a 410 nm (Figura 17).

OCOC,sHj, OH
+ H,0 @ % +  CsHy COOH

NOZ N02
palmitato agua p-nitrofenol acido palmitico

de p-nitrofenila

[

o

+ H:;()+

NO,
p-nitrofenolato

Figura 17. Representagdo esquematica da reacdo de hidrolise do palmitato de p-nitrofenila
catalisada por lipases.
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Solucdes Utilizadas:

o Solucdo A: palmitato de p-nitrofenila (Sigma) em isopropanol, em uma concentragdo de 3
mg.mL'l.
« Solugdo B: 2 g de Triton X-100 ¢ 0,5 g de goma arabica, em 450 mL de tampao fosfato 0,05

mol.L™! pH 7,0.

Procedimento:

A 1 mL da solu¢do A foram misturados 9 mL da solugdo B, lentamente e sob continua
agitacdo. A mistura foi feita imediatamente antes da determinacdo da atividade, pois o
substrato ¢ instavel quando em meio aquoso. Desta solu¢do foram colocados 0,9 mL em
cubeta. Estabilizada a temperatura a 37 °C, foi adicionada a soluc¢do de enzima (0,1 mL) ou de
tampao, quando se preparou o branco. A reacdo foi feita em cubeta de 1,0 mL e a leitura foi
feita sempre contra um branco contendo o substrato e o tampao sem a enzima, a 37 °C e pH
7,0. A cinética da reagdo foi acompanhada pela leitura das absorbancias a cada 20 s durante 1
min.

Para o calculo da atividade foi utilizado a Equagdo 4, sendo uma unidade de atividade
enzimatica (U) definida como a liberagdo de 1 umol de pNP (p-nitrofenol) por minuto. O
coeficiente de extingdo molar do pNPP, em pH 7,0, (9,78.103 L.mol'l.cm'l) foi utilizado para
relacionar a concentracdo do produto com a absorvancia obtida na leitura.

Na etapa de selecdo de suportes, para dosagem da atividade enzimatica do material
imobilizado, a reacdo foi realizada com controle de temperatura (banho termostatizado a 37
°C), sob agitagdo manual em erlenmeyers de 25 mL contendo 10 mL de meio reacional
(descrito acima) e iniciada com a adi¢do de 1 mg de enzima imobilizada. A cinética das
reacOes foi seguida em diferentes intervalos de tempo (1 a 5 min) transferindo-se aliquotas de

1 mL para uma cubeta ¢ simultanea leitura das absorbancias (410 nm).
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Cang.60.ND
A=—"—"—— @&
eX,,

Sendo: Cgng: coeficiente angular obtido da cinética de reacdo (absorbancia x tempo em
segundos);
60: transformacdo de segundos para minuto;
ND: niimero de dilui¢es;

e: coeficiente de extingd@o molar do pNPP a pH 7,0;

Xenz: volume (em mL) ou massa da enzima imobilizada (em mg).

4.11.1.2. Método da Hidrolise do pNPP em Solventes Organicos

Para os ensaios de hidrolise de pNPP em meio ndo-aquoso foi utilizada a
metodologia descrita por Pencreac’h e Baratti (1996) e otimizada por Lima et al. (2004). A
reacdo foi realizada em n-heptano contendo 10 mmol.L™ de pNPP. A reagdo ¢ iniciada pela
adicdo da enzima, e em intervalos de tempo de 3 min, amostras sdo retiradas e o p-nitrofenol
liberado pela hidrolise enzimatica ¢ extraido por uma solugdo de NaOH 0,1 mol.L™" (o
rendimento de extragdo ¢ de 75%). A absorbancia da fase aquosa ¢ determinada a 410 nm.
Para cada tempo de reagéo € realizado um controle, seguindo-se 0 mesmo procedimento, mas
sem a adi¢do da enzima. O coeficiente de extingdo molar (1,82.10% L.mol™.cm™) é calculado
para o p-nitrofenol a partir de uma curva de pNP em NaOH, nas mesmas condi¢des do ensaio.
Uma unidade de atividade enzimatica (U) ¢ definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 umol de p-nitrofenol por minuto a 37 °C, nas condigdes de ensaio.

Na etapa de selecdo de suportes, para dosagem da atividade enzimatica do material
imobilizado, a reacdo foi iniciada com a adicdo de 10 mg de enzima imobilizada ao meio
reacional (5 mL) descrito acima. Para todas as reacdes de hidrolise (tanto meio aquoso como

organico) fizeram-se controles para verificar a possibilidade da hidrolise espontinea (reacao
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sem enzima e sem suporte), assim como para verificar se algum suporte (sem enzima) teria
potencial catalitico.

Os calculos para a atividade da enzima tiveram como base a Equacao 5.

C

ang

A=——">"— 5
gm,_.0,75 ©)
Sendo: C,n: coeficiente angular obtido da cinética de reacdo (absorbancia x tempo em
minutos);
&: coeficiente de extingdo molar do pNPP a pH 13 (NaOH 0,1 mol.L'™");
Mep,: Massa da enzima imobilizada ou liofilizada (em mg).

0,75: correcdo com relagdo ao rendimento de extragdo (75%).

4.11.1.3. Método Titulométrico (pH-Stat)

Este método foi usado para complementar o método da hidrolise do pNPP, pois
utiliza substratos naturais (triacilglicer6is) das lipases. Como o pNPP ¢ um substrato sintético,
para ter-se maior confiabilidade de que se esta trabalhando com uma lipase verdadeira, deve-
se realizar a0 menos alguns ensaios com substratos naturais destas enzimas. Além disso, o
método possibilita a dosagem da enzima imobilizada diretamente no meio ou do extrato bruto
liofilizado (pd), sem prévia ressuspensdao em tampao, como no método do pNPP.

A determinacdo da atividade de lipases por titulometria foi baseada no método
proposto por Stuer et al.(1986), com modificacdes. O método baseia-se na titulagdo com

NaOH dos acidos graxos liberados pela acdo da enzima a partir dos triacilgliceréis (Figura

18).
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Figura 18. Representacdo esquematica para a hidrolise de um triacilglicerol catalisada por
lipases. Adaptado de Mendes et al. (2005).

Foram usados como substratos (Sigma entre 98 e 99% de pureza), a trioleina
(TC18:1), tricaprilina (TC8) e tributirina (TC4). Para o primeiro, fez-se uma emulsdo
contendo 6,25% (v/v) do substrato (0,06 mol.L™"), 6,25% (m/m) de Triton-X100 ¢ 74,5 % de
tampao Tris-HCI 2,5 mmol.L™", pH 7,0 com 150 mmol.L" de NaCl. Para os outros dois, 250
uL (0,06 mol.L™") de tributirina e 500 uL (0,06 mol.L™") de tricaprilina foram adicionados
diretamente no tampao Tris-HCI 2,5 mmol.L'l, pH 7,0 com 150 mmol.L" de NaCl, sob
agitacdo forte, no proprio frasco de reag@o (capacidade de 50 mL e termostatizado). Volumes
de 0,2 a 1 mL da solug@o enzimatica ou 10 mg da enzima liofilizada foram adicionadas em 15
mL da solucdo (ou emulsdo) sob agitagdo magnética (300 rpm) a 37°C; a reacdo foi seguida
por 5 min. A solugdo foi titulada durante este intervalo de tempo em pH-Stat (titulador
automatico), mantendo-se o pH em 7,0 com uma solu¢io de NaOH 0,05 mol.L"'. Uma
unidade de atividade lipolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir 1

umol de acidos graxos por min, a 37 °C. A atividade foi calculada segunda a Equagao 6.

L AV.[NaOH.FC
t.X

(6)

Sendo: AV: variacao do volume de NaOH consumido na titulagdo em mL;

[NaOH]: concentragao de NaOH em umol.mL'l;
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FC: fator de corregdo do NaOH;
T: tempo em min;
X: volume da solug¢do enzimatica (mL), massa da enzima liofilizada ou imobilizada

(mg).

4.11.1.4. Método de Lowry-Tinsley

Este método (Lowry e Tinsley, 1976) foi utilizado para quantificar indiretamente o
teor de ésteres formados, a partir do teor residual de acido oléico produzido durante a sintese
de ésteres catalisada pela enzima. Trata-se de um método colorimétrico que mede a coloragdo
do complexo azul-esverdeado (715 nm) formado entre os ions Cobre II e os acidos graxos
livres soliiveis em fase organica. A atividade em U.mL™ foi calculada a partir da curva de
calibragdo construida a partir de concentra¢des de 0,5 a 4 mg de acido, preparada nas mesmas
condicdes do ensaio. Uma unidade de atividade enzimatica (U) é correspondente a quantidade

. . , . o~ .
de enzima que promove o consumo de 1 pmol.min™ de acido graxo, nas condi¢des do ensaio.

4.11.2. Determinacdo de Proteinas
Durante o trabalho foram utilizados diferentes métodos de dosagem de proteinas, de
acordo com a presenca de interferentes e com a rapidez do ensaio. Os métodos utilizados

foram: Bradford (1976), Smith (1985) ¢ leitura direta a 280 nm.

4.11.3. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Durante delipidacdo, aliquotas das extragdes foram analisadas em cromatoplacas
contendo fluoreseceina (Merck). A presenca dos ésteres pode ser visualizada em camara UV a
254 nm e por revelagdo com iodo. Utilizaram-se como padrdes solugdes de trioleina e acido

oléico em n-heptano. Além disso, as reagdes de esterificagdo foram acompanhadas por CCD,
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tendo como padrdo a solucdo de acido oléico. A fase movel empregada nos dois casos foi: n-

hexano:éter etilico:acido acético (7:3:0,1).

4.11.4. Andlises em Microscopia de Forca Atémica (MFA)

A microscopia de forca atomica (MFA) foi utilizada para confirmar a hipdtese de
desagregacdo das proteinas pelo isopropanol (etapa de tratamento do extrato bruto com
isopropanol 4.6.4.). Esta técnica tem a principal vantagem de permitir investigar a formacao
de agregados sem a necessidade de um sofisticado protocolo de preparagdo da amostra. A
informagdo topografica pode ser obtida de maneira relativamente facil e com boa resolugao
espacial. A amostra foi preparada através da técnica de spin-coating, que permite a deposicao
da solugdo enzimatica sobre uma superficie de forma homogénea. Inicialmente os suportes
(materiais usados para a realizacdo das imagens em MFA) foram preparados. Dois tipos de
suportes foram empregados, um com caracteristicas hidrofobicas (Accurel EP 100) e um de
natureza hidrofilica (silicio). O Accurel EP 100 foi depositado sobre uma fita adesiva, de
forma homogeénea, e transferido para uma superficie rigida (em forma de disco com 1 cm de
didgmetro). O silicio foi cortado em quadrados de 1 cm® e em seguida, foi lavado por imersio
(10 min, temperatura ambiente) em duas solugdes: a) H,O: H,O,: HCI (86:11:3) e b) H,O:
H,0,: NH4OH (4:1:1). Este tratamento visou preservar a camada de SiO;, mantendo a
natureza hidrofilica do suporte.

Trés tipos de amostras foram analisadas: a primeira foi preparada por meio da
deposicdo de 10 pL da solucdo enzimadtica (fracdo pré-purificada por cromatografia de
interagdo hidrofobica e diluida com tampao fosfato pH 7,0 20 mmol.L" a uma concentrago
proxima de 1 pmol.mL™) sobre Accurel. A segunda, através da deposi¢io de 10 pL da
solugdo anterior sobre o silicio. Para a terceira amostra, a solu¢do enzimatica foi diluida em

tampdo fosfato pH 7,0 20 mmol.L™ com 30% de isopropanol (v/v) e depositada sobre silicio.
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Tanto o Accurel como o silicio, no momento da preparagdo das amostras foram aderidos em
um disco metalico, para que a deposi¢do das solugdes pudessem ser realizadas através da
técnica de spin-coating a 2000 rpm (Mennicke e Salditt, 2002). Apds a deposicdo, os suportes
foram lavados trés vezes com as respectivas solugdes de preparo para eliminar o excesso de
material e mantidos em uma sala climatizada a 24 °C e 43% de umidade durante 24 h. As
imagens de MFA foram realizadas num equipamento Shimadzu SPM-9500J3 (Departamento
de Fisica-UFPR). Utilizou-se o0 modo dindmico, com uma constante de mola de 30 N/m ¢ a
ponta com 10 nm de raio de curvatura. A velocidade de varredura foi de 1 Hz e 256x256

pontos foram adquiridos.

4.11.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As andlises em microscopia eletronica de varredura foram realizadas em um
microscopio Jeol (Centro de Microscopia Eletronica da UFPR) com a finalidade de verificar
alteracdes conformacionais no suporte antes e apds o processo de imobilizagdo de lipases por
SPIL, bem como, verificar se houve a adsor¢do de células do microrganismo no suporte, ja
que a imobiliza¢do ocorre durante a fermentag@o. Esta técnica permite visualizar o material
superficialmente, com aproximadamente 10 nm de espessura. As analises foram realizadas
com 0,5 mg de suporte previamente seco. Para obter a imagem da superficie foi necessario

depositar um filme de ouro sobre o suporte.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producao e Purificacdo da Enzima
5.1.1. Caracterizacdo do Extrato Bruto

A Tabela 9 mostra os valores de atividade lipolitica do extrato bruto produzido por
B. cepacia LTEBI1 frente a diferentes substratos utilizando dois métodos diferentes: hidrolise
do pNPP (4.11.1.1) e titulométrico (4.11.1.3.). Percebe-se que a atividade hidrolitica
aumentou com o decréscimo da cadeia acilica. A maior atividade foi observada com a
tributirina (40 + 3 U.mg™), sendo de aproximadamente quatro vezes maior do que a obtida
contra trioleina (13 + 0,2 U.mg™). Apesar da atividade relativamente baixa contra a trioleina,
este resultado indica a existéncia de lipases ditas “verdadeiras” (Jaeger et al., 1999) no extrato

bruto.

Tabela 9. Atividade lipolitica do extrato bruto de Burkholderia cepacia LTEB11 com
diferentes substratos em solugdes aquosas.

Substrato Atividade especifica *(U.mg’l)
pNPP 48+2.4
Tributirina C4 40+3
Tricaprilina C8 28+2
Trioleina C18:1 (A”) 13+0,2

*Proteinas dosadas por Bradford (1976).

5.1.2. Liofilizacdo e Delipidacio do Extrato Bruto

Verificou-se que ndo houve perdas de atividade apods o processo de liofilizagdo. Com
relacdo a delipidagdo, como descrito anteriormente, esta etapa € importante, pois todo e
qualquer composto remanescente da fermentagdo (6leos, acidos graxos e lipidios) pode servir

como substrato para o biocatalisador e, portanto, deve ser retirado do extrato bruto. A
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remog¢ao dos lipideos também pode ser importante para a purificagdo da enzima, feita em
coluna de interagdo hidrofébica (CIH), pois estes podem favorecer a saturacdo da coluna
cromatografica. Como néo se tinha nocao da estabilidade das enzimas durante o processo de
extragdo com solventes organicos, foram testadas dois tipos de extracdes: liquido-liquido
(solug@o de extrato bruto/solvente) e solido-liquido (extrato bruto liofilizado/solvente). A
segunda tem a vantagem de ndo haver formagdo de interface (enzima em solugdo com o

solvente), que pode ocasionar a desnaturagdo das enzimas.

Atividade Residual (%)
(Burn) eoyroadsy spepany

EB EB-Li L-L1 S-L1 S-L2 S-L3 S-L4

Figura 19. Atividades residuais e especificas do extrato bruto de Burkholderia cepacia
LTEBI11 apos a delipidagdo, utilizando diferentes sistemas de solventes. EB: extrato bruto em
solug¢do; EB-Li: extrato bruto liofilizado; L-L: EB-Li apo6s extragdo liquido-liquido com
metanol/cloroféormio (1:9); S-L 1, S-L 2, S-L 3 e S-L 4: EB-Li apds extra¢ao solido-liquido
com metanol/cloroformio (1:9); butanol/cloroférmio (9:1); butanol/clorofomio (1:9) e n-
heptano respectivamente.

Os resultados mostraram que a extragdo liquido-liquido (L-L) causou mais
desnaturagdo da enzima, (atividade residual de 6,4 + 0,3% e atividade especifica de 46 £ 1,1
U.mg™) quando comparada com a extragio sélido-liquido (S-L 1), (atividade residual de 33 +
2% e atividade especifica de 71,4 £ 1,7 U.mg'l), usando o mesmo sistema de solventes

(metanol/cloroférmio 1:9) (Figura 19). De todos os sistemas testados, os melhores resultados
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foram obtidos com os sistemas S-L 3 (cloroférmio: n-butanol 9:1 e S-L 4 (n-heptano puro),
com atividades residuais (A.R) de 79 + 6% e 76 *+ 0,3%, ¢ atividades especificas de 93,1 + 8
U.mg' e 76,5 £ 5 U.mg”, respectivamente (Tabela 10). Observou-se portanto, perda de 30%
na atividade residual para o sistema S-L 3, mas a atividade especifica aumentou de 76,7 U.mg
! para 93,1 U.mg’, indicando que houve remogio de outras proteinas, acompanhada da
desnaturagdo parcial da lipase. Como a atividade especifica foi maior no sistema S-L 3, este
foi o procedimento padrdo utilizado para delipidar o extrato bruto nos experimentos
posteriores. Todas extragdes foram acompanhadas por CCD. Em média, foram realizadas oito
extragdes para que houvesse total desaparecimento das manchas nas placas.

Quando se trata de delipidagdo usando solventes organicos, deve-se ressaltar a
importancia da estabilidade da enzima frente a este tratamento que, em média, tende a durar
mais de 2 h até que todo o material lipidico seja eliminado. Os resultados aqui obtidos,
especialmente com o sistema n-butanol/cloroférmio e n-heptano sdo importantes, pois
mostraram que o extrato lipolitico foi muito estavel nestes solventes. Poucas enzimas
possuem o potencial de continuar ativas ap6s o contato com solventes organicos, sejam eles
puros ou em misturas. A lipase de Penicillium corylophilum, por exemplo, ¢ muito estavel em
n-heptano (130% de atividade residual apdés 30 min de incubagdo), mas apresenta pouca
estabilidade em n-butanol (1,7% de atividade residual ap6s 30 min de incubagdo) (Baron et
al., 2005). Rahman et al. (2005) incubaram uma lipase de Pseudomonas sp. durante 2 h em
varios solventes e a atividade residual maxima foi de 44,5% em I-pentanol. A mesma lipase
perdeu toda atividade em presenca de n-hexano e apresentou uma atividade residual de apenas
5% apo6s ser incubada em cloroférmio por 2 h. A lipase do Bacillus sphaericus 205y foi
estudada com relagdo a estabilidade em solventes organicos e foi estavel em metanol (120%
de atividade residual ap6s 30 min de incubagdo, 37°C), mas apresentou baixa estabilidade em

butanol (23% de atividade residual ap6s 30 min de incubagdo, 37°C) (Sulong et al., 2006).
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Tabela 10. Tratamento de delipidacdo no extrato lipolitico bruto de Burkholderia cepacia
LTEBI11 liofilizado. Balango total dos processos mais efetivos: n-heptano (puro) e CH;Cl/n-

butanol 9:1.
Amostras
EB" Liofilizado | Delipidado Delipidado
(n-heptano) (CH;Cl/butanol 9:1)
Quantidade | V (mL) 20 - - -
de amostra m (g) 0,24 0,20 0,20
UmL" | 61,0+13 - - -
Atividade | U.mg’ - 48+02 | 48+03 4,6+0,4
do po
U (totais) | 1220,0 + 18 | 1200,8 £27 | 927,1 + 47 961 + 75
Atividade | U.mg’ 76,7 70,4 76,5 93,1
especifica
mgmL" | 0,8 +0,06 - - -
Proteina (P) | g mg 68,9+1,3 | 62,7+0,7 49,5+2,1
do po
P (totais) | 16,5+0,9 | 17,0+0,3 | 12,7£0,15 10,3 £ 0,41
RA® 100 98 76 79
Recuperagao (%)
R.PY 100 100 77 62
(%)
FPY - 0,91 0,99 1,21

Sendo: ' ’EB: extrato lipolitico bruto; ““R.A: recuperagéo de atividade; ’R.P: recuperagdo de proteinas; “FP:
fator de purificacao.

5.1.3. Efeito do Isopropanol na Atividade e na Estabilidade da Lipase

A lipase de B. cepacia LTEBI11 € produzida na forma de um agregado de alta massa
molar (acima de 200 kDa) ja no meio de fermentacdo, e a quebra destes agregados,
normalmente por adicdo de solventes organicos, que libera sitios ativos bloqueados nos

agregados, pode levar a um aumento da atividade enzimatica (Lima et al., 2004). Assim, apos
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a delipidacdo, foi realizado um estudo de ressuspensdo do extrato bruto em isopropanol, pois
estudos anteriores indicaram que a utilizacdo deste solvente favorecia a desagregagdo da
enzima, e poderia assim facilitar as etapas de purificacdo e provavelmente a de imobilizagao.
Os resultados obtidos, apds a adigdo do isopropanol em diferentes concentragdes e
incubagdo (37°C por 30 min), mostraram que o extrato bruto apresentou ndo somente
estabilidade mas também ativacdo de até 200%, com os maiores valores de atividade obtidos
utilizando-se 60% (201 U.mg" + 16%) de isopropanol (Figura 20a). Entretanto, quando o
tempo de incubagdo aumentou para 16 h, mesmo a temperatura ambiente (25 °C, condicdo de
imobilizacdo), a enzima perdeu cerca de 12% de atividade quando incubada com 40% de
isopropanol, contra 42% de perdas quando o solvente ndo ¢ adicionado ao extrato bruto
(Figura 20b). Portanto, para fins praticos, a adi¢do de 40% de isopropanol ao extrato bruto foi

entdo adotada para os ensaios de imobilizacdo (item 5.2.1).

5.1.4. Purificacio do Extrato Bruto por Cromatografia de Interacdo Hidrofobica (CIH)

Um dos problemas encontrados por Lima (2004) foi a purificacdo da lipase de B.
cepacia a homogeneidade, pois no gel da eletroforese SDS-PAGE obtido apds a CIH, sempre
apareciam 3 bandas de proteinas mesmo quando se adicionava isopropanol durante a
purificacdo cromatografica. Isto indicava que além da lipase estudada no presente trabalho,
havia outras duas proteinas que ndo tinham caracteristicas de lipases em termos de atividade
enzimatica e massa molar.

Foram entdo estudadas duas condi¢des de purificagdo em CIH. A primeira, seguindo
o protocolo descrito por Lima (2004), que utilizava o extrato bruto ndo delipidado ¢ a
segunda, com o extrato bruto apos delipidagdo. Os resultados mostraram que ndo houve
diferencas significativas entre os perfis cromatograficos da amostra delipidada (Figura 21) e

da ndo-delipidada.
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Figura 20. Estabilidade do extrato bruto de Burkholderia cepacia LTEBI11 com diferentes
concentragdes de isopropanol, (10 a 80% v/v) e diferentes temperaturas e tempos de
incubagdo. Condigdes: (a) 30 min, 37 °C; (b) 16 h, 25 °C, agitacdo de 200 rpm. A atividade
residual foi calculada em relagdo ao extrato bruto incubado em tampao sem isopropanol.
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Figura 21. Perfil cromatografico dos extratos brutos em coluna de interacdo hidrofobica
Octyl Sepharose (CIH). Condig¢des: Elui¢do com gradiente (1) tampao Tris-HCI 0,02 mmol.L"
1, pH 7,5; 2) tampao Tris-HCI 0,02 mmol.L™! pH 7,5, com 60% de isopropanol. Fragdes de 1
mL, vazio de 0,5 mL.min™"; injecdo de 5 mL; volume das fragdes 1 mL. Absorvancia a 280
nm: () nio-delipidado e (m) delipidado. Atividade (U.mL™): (¥) ndo-delipidado e (m)
delipidado.
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Figura 22. Eletroforese SDS-PAGE apo6s analise do extrato bruto (tratado com isopropanol)
por cromatografia de interagdo hidrofobica em coluna Octyl Sepharose CL-4B. Linha 1:
marcadores de massa molar; linha 2: extrato bruto; linha 3: extrato bruto tratado com
isopropanol 30 %, linha 4: fracdes eluidas da Octyl Sepharose CL4B. Foram aplicadas 3 mg
de proteina. Revelagdo por nitrato de prata. B) Zimograma utilizando MUF-Butirato como
substrato. Fonte: Lima (2004).
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O gel de eletroforese (dados ndo mostrados) de ambas as amostras (delipidada e ndo
delipidada) mostrou a presenca de trés bandas (32, 52 e 63 kDa), confirmando os resultados
obtidos por Lima (2004) (Figura 22), quando somente a banda de 32 kDa apresentou
atividade, indicando a presenca de apenas uma enzima com atividade lipolitica. Estes
resultados mostraram que a delipidacdo do extrato bruto ndo melhorou o grau de purificagdo

da enzima, pois ndo houve diferencas significativas entre os ensaios.

5.1.5. Desagregacdo do Extrato Lipolitico Confirmada por Microscopia de Forca Atomica

A microscopia de forca atdmica (MFA) foi utilizada para estudar a possibilidade de
desagregacdo da lipase de B. cepacia com a adicdo de isopropanol, o que justificaria o
aumento de atividade encontrado quando da adicdo do solvente ao extrato bruto (item 5.1.3).
Para tanto, o extrato bruto ja purificado como descrito anteriormente (sem delipidagdo,
clarificado com 30% de isopropanol e parcialmente purificado por cromatografia de interagdo
hidrofébica) foi depositado em dois suportes: Accurel EP 100 (hidrofobico) e silicio
(hidrofilico). No primeiro (hidrofobico), usou-se apenas a enzima diluida em tampao fosfato
20 mmol.L" pH 7,0 pois, por se tratar de um material com alta hidrofobicidade, poderia
auxiliar na desagrega¢ao da lipase de B. cepacia também hidrofobica. No silicio, foi colocada
a enzima em tampdo sem e com isopropanol. Pode-se observar (Figuras 23a e 23b) que,
quando o extrato bruto purificado (sem isopropanol) foi depositado em um suporte
hidrofébico (Accurel EP 100), a superficie se apresentou uniforme.

Quando o extrato bruto purificado e adicionado de isopropanol foi depositado em
um suporte hidrofilico (silicio), observou-se também uma superficie uniforme (Figuras 24a, b
e ¢). Mas, quando a solugdo enzimatica sem isopropanol foi colocada no mesmo suporte,
observou-se uma superficie heterogénea. A medida de rugosidade de algumas regides nas

Figuras (24 e 25) mostrou bem estas diferengas de superficie: a rugosidade da superficie na
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Figura 24c e 25a (silicio com e sem isopropanol) foi de 0,422 nm e 3,062 nm,

respectivamente.

|
500,00 nm 1.00 % 1.00 um o0 500,00 nm 1.00 % 1.00 um e.00

Figura 23. Imagem em Microscopia de For¢a Atdmica (MFA) do extrato bruto purificado da
lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11 (sem isopropanol) adsorvida no suporte hidrofobico
Accurel EP 100. (a) Imagem 1x1 um. 10 (b). Phase image da Figura 23a.
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Figura 24. Imagem em Microscopia de Forca Atémica (MFA) do extrato bruto purificado da
lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 com 30% de isopropanol adsorvida em silicio. 24a.
Imagem 4x4 pm. 24b. Imagem 2x2 pm 24c. Imagem 1x1 pm. As imagens obtidas a partir da
solugdo enzimatica contendo isopropanol sdo mais homogéneas.
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Figura 25. Imagem em Microscopia de Forca Atomica (MFA) do extrato bruto purificado da
lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 sem isopropanol adsorvida em silicio. 25a. Imagem
4x4 pum. 25b. Imagem 2x2 pm. 25c. Imagem 1x1 pm. Observa-se aglomerados nas imagens
obtidas a partir da solugiio enzimatica contendo somente tampao fosfato pH 7,0 20 mmol.L™.
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No caso do suporte hidrofilico silicio, quando ndo se adicionou isopropanol,
observou-se uma superficie heterogénea, provavelmente de agregados de enzima (Figuras 25
a,b e c¢) causados por uma maior interagdo enzima-enzima. No caso do suporte hidrofilico
com adicdo de isopropanol, a presenga do solvente diminuiria a hidrofobicidade das
moléculas da enzima, o que favoreceria a interagdo enzima-suporte, produzindo também uma
superficie homogénea. Provavelmente o suporte Accurel EP 100, por ser hidrofobico,
favorece a interacdo suporte com as regides hidrofobicas da enzima e devido a isto, a
superficie ¢ mais homogénea (interacdo suporte enzima favorecida) e a formacdo de
agregados seria desfavorecida. Estes resultados sugerem, portanto, que a presenca de

isopropanol na solu¢do enzimatica realmente auxilia na desagregacdo da lipase.

5.2. Estudos de Imobilizacao

5.2.1. Influéncia da Adicao do Isopropanol Durante a Imobilizacdo

Como o estudo anterior (5.1.5) mostrou que o isopropanol proporcionou melhor
desagregacdo nas lipases de B. cepacia, estudou-se a influéncia da presenga do isopropanol no
processo de imobilizagdo. Para tanto, a imobilizagdo em Accurel EP 100 foi realizada com o
extrato bruto (delipidado conforme item 4.6.2./b e ressuspenso em tampao fosfato pH 7,0 0,05
mol.L™") contendo isopropanol (40% v/v) e comparada com a imobilizagdo sem isopropanol.
Este experimento teve por finalidade verificar se a desagregacdo enzimatica (observada por
MFA) aumentava a eficiéncia e a atividade da enzima imobilizada. A eficiéncia de
imobilizacdo (E, que significa o quanto de enzima adsorveu sobre o suporte, Eq. 1, item
4.8.1.1.) foi determinada e foi constatado que em ambos os casos houve aproximadamente
100% de imobilizagdo apds 16 h. Posteriormente, foram feitos os ensaios de produgdo do
oleato de etila, utilizando-se 100 mg da enzima imobilizada na presenga ou na auséncia de

isopropanol. Os resultados mostraram que a sintese utilizando a enzima imobilizada em
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presenga de isopropanol foi menos eficiente (conversdo em éster de 71%) do que a sintese
onde se utilizou o biocatalisador imobilizado sem o isopropanol (conversdo em éster de 94%),
apos 10 h de reacdo. A atividade em U.mg'1 de suporte também foi inferior para a sintese
utilizando a enzima imobilizada em presenga de isopropanol (4,4.10° U.mg'), em
comparagdo ao outro procedimento sem isopropanol (5,7.10° U.mg"). Portanto, devido &
retencdo da atividade ter sido menor quando se prepara a imobilizagdo da enzima em presenca
do isopropanol, o procedimento selecionado para imobilizar a lipase em Accurel EP 100 ou

em qualquer outro suporte foi com a solugdo enzimatica sem a adi¢do de isopropanol.

5.2.2. Selecio do Suporte para Imobilizacdo

Foram estudados onze suportes, como mostra a Tabela 11, avaliando-se inicialmente
a eficiéncia de imobilizagdo ¢ a reteng¢do da atividade em meio aquoso (método da hidrolise
do pNPP, 4.11.1.1.) e em meio organico (hidrolise do pNPP em n-heptano, 4.11.1.2.).

Observou-se (Tabela 11) que o suporte que apresentou a maior eficiéncia (100%) foi
o Accurel EP 100, tendo apresentado saturagdo entre 25 ¢ 30 mg de proteina por grama de
suporte, pois ja na ultima concentragdo observou-se atividade residual no sobrenadante apds a
imobilizacdo. Ndo houve imobilizagdo da enzima nos polimeros EVA, PET ¢ PEBD nas
condicdes estudadas neste trabalho. Para os demais suportes, a capacidade de adsorcao de
proteinas foi muito menor que a do Accurel EP 100, nas mesmas condi¢cdes experimentais.
Entretanto, o fato de se ter conseguido uma eficiéncia de 100% na imobiliza¢do ndo garantia
que a enzima estivesse ativa no suporte, pois este parametro apenas mostra o desaparecimento
da atividade no sobrenadante apds a imobilizagdo. Por isso, foram feitos os ensaios de
atividade do imobilizado, utilizando-se o método da hidrolise do pNPP em meio orgénico e

aquoso. Nesta etapa de selecdo dos suportes, considerando apenas os suportes onde houve
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imobilizacdo, foram dosadas as atividades do material imobilizado onde a eficiéncia foi

maior.

Tabela 11. Eficiéncia da imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 em
diferentes suportes.

Razao proteina (mg)/massa suporte (g)
Suporte 10 15 20 25 30
Accurel EP 100 p6 100 100 100 100 | 99
Accurel EG100 pellets 32 42 43 40 30
Amberlite 49 59 92 65 69
g AMP 20 45 64 52 32
i\:/ EVA 0 0 0 0 0
)= DTA 50 | 14 | 11 0 [0
é HDL-L 62 50 32 30 26
HOZ-L 82 77 70 70 67
PET 0 0 0 0 0
PEBD 0 0 0 0 0

a) Eficiéncia (%) — calculada por diferenca entre a atividade inicial do extrato bruto e a atividade final do
sobrenadante ap6s a imobilizagdo. Accurel: polipropileno; Amberlite: poliestireno-divinilbenzeno AMP: alumina
meso-porosa, EVA: polietileno vinil acetato, DTA: diatomacea, HDL-L: hidroxiduplolamelar-laurato, HOZ-L:
Hidroéxido de zinco-laurato, PET: Politereftalato de etileno em pellets, PEBD: Polietileno de baixa densidade em

po.

Observou-se (Tabela 12) que as atividades de hidrolise em meio organico foram
muito baixas, comparadas as atividades em meio aquoso (Tabela 13), sendo a maior atividade
observada para a enzima imobilizada no Accurel EP 100 (1,80.10% + 0,1 U.mg™ para o meio
organico e 1,1 + 0,14 U.mg' para o meio aquoso), dando uma razio O/A (meio
organico/meio aquoso) de 0,0016. Resultados semelhantes foram obtidos por Pencreac’h e
Baratti (1996) na hidrdlise do pNPP em meio organico (n-heptano) e aquoso (solugdo
contendo goma ardbica e Triton X-100) utilizando a lipase de B. cepacia liofilizada (Amano
Pharmaceutical Co. Ltd. Nagoya, Japan). Em geral, lipases t€ém atividade significativamente

menor em meios organicos do que em meio aquoso (Rahman et al., 2005; Pencreac'’h e
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Baratti, 1996). Isto pode ser atribuido ao efeito negativo do solvente sobre a conformagao
cataliticamente ativa da enzima ou ao teor de agua presente no sistema, pois, em se tratando
de uma reacdo de hidrolise, a reacdo ndo ¢ favorecida em baixos teores de dgua. A dosagem
de atividade hidrolitica em meio organico ¢ importante, porque previne ou evita a dessorcao
da enzima ao meio reacional e mostra que a enzima imobilizada ¢ ativa em solventes
0rganicos.

Tabela 12. Retencdo da atividade em meio organico da lipase de Burkhoderia cepacia

LTEB11 imobilizada em suportes hidrofobicos e hidrofilicos. Condigdes: 37°C, 15 min, 200
rpm, substrato pNPP (10 mM) em n-heptano.

Suporte Atividade teodrica Atividade real (U.mg'1 de R (%)

(U.mg'1 de suporte) suporte) em meio orginico

Accurel EP 100 9,3.10™ 1,8.10° £ 1.10™ 193
Accurel EG 100 2,6.10™ 1,4.10* +5.10° 53
Amberlite 6,2.10* 5.10°+1.10° 8
HDL-L 2,2.10™* 7.10% +1.10° 318
HOZ-L 3,1.10* 3.10% £ 1.10° 97
AMP 4,410 4.10°+9.10° 9
DTA 1,7.10* 2,6.10*+£2.107 150

Sendo: Accurel: polipropileno, Amberlite: poliestireno-divinilbenzeno, AMP: alumina meso-porosa, DTA:
diatomacea, HDL-L: hidroxiduplolamelar-laurato, HOZ-L: Hidréxido de zinco-laurato.

A retencdo da atividade (R= atividade real da enzima imobilizada/atividade teorica
da enzima imobilizada) foi maior que 100% para o HDL-L (318%), Accurel EP 100 (193%) e
DTA (150%) em meio organico e maior ou igual a 100% para o DTA (166%) e para o
Accurel EP 100 (100%) em meio aquoso (Tabelas 12 e 13). Este pardmetro indica quanto de
atividade esta presente no suporte apos o processo de imobilizagdo em comparagdo com a

enzima livre. Os valores de retengdo sdo dependentes da imobilizagdo ¢ do meio reacional

83



onde se realiza a reagdo. Retencgdes distintas de 100% indicam que houve modificagdes
estruturais na enzima favoraveis ou no a catalise, apds a imobilizagdo. No caso especifico, a
atividade da enzima imobilizada (em HDL-L por exemplo) em meio orgénico foi maior
quando comparada a enzima liofilizada (reten¢des acima de 100%), indicando que o processo
de imobilizacdo ndo causou nenhuma inativacdo ou desnaturacdo da enzima. Este resultado
era esperado, ja que a atividade da enzima liofilizada tende a ser baixa devido a formacdo de
agregados insoliveis em solventes orgénicos (Persson et al., 2002b), o que acarreta um
aumento dos efeitos difusionais e, consequentemente, uma diminui¢do da velocidade de
reacao.

Tabela 13. Retengdo da atividade em meio aquoso da lipase de Burkhoderia cepacia
LTEBI11 imobilizada em suportes hidrofobicos e hidrofilicos. Condi¢des: 37°C, 5 min.

Suporte Atividade tedrica Atividade real (U.mg'1 de R (%)

(U.mg'1 de suporte) suporte) em meio aquoso

Accurel EP 100 1,1 1,1 £0,140 100
Accurel EG 100 0,4 0,02 + 0,001 5
Amberlite 1,0 0,06 £ 0,005 6
HDL-L 0,7 0,5+ 0,008 70
HOZ-L 0,9 0,2+0,010 22
AMP 0,7 0,2 + 0,040 29
DTA 0,6 1,0 £ 0,040 167

Para as dosagens em meio aquoso (Tabela 13), os valores de reten¢do indicaram que
as mudangas conformacionais da enzima foram favoraveis a catalise quando a enzima foi
imobilizada em DTA (R de 167%) e Accurel EP 100 (R de 100%). Para HDL-L, R foi igual a
70%, que ¢ um valor relativamente baixo, mas que ndo impossibilita a utilizagdo deste
suporte. Baseado principalmente na atividade de hidrélise em meio organico, o Accurel EP
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100 e o HDL-L sdo os suportes mais promissores para a realizagdo dos estudos relacionados a
cinética de imobilizagdo e utilizagdo da lipase de B. cepacia imobilizada em biocatalise.
Estudos de reatividade dos suportes [controles de reacdo de hidrdlsie do pNPP- (4.11.1.2.) e
esterificacdo do oleato de etila, (4.10.2.), usando o suporte sem a enzima] indicaram que o
HDL-L atua como catalisador em reagdes de esterificagdo e que além disso, absorve boa parte
do acido graxo presente no meio reacional, interferindo na disponibilidade de substrato para a
reacdo de sintese, e conseqiientemente, nos resultados. Assim, a enzima imobilizada em HDL-
L nd3o foi utilizada a partir desta etapa do trabalho. Portanto, para etapas subseqiientes
utilizou-se somente o Accurel EP 100 como suporte para a imobilizacdo da lipase de B.

cepacia.

5.2.3. Cinética de Imobilizacdo
A cinética de imobilizacdo da lipase de B. cepacia em Accurel EP 100 mostrou que
em 6 h houve quase total desaparecimento da atividade residual no sobrenadante (93% para o

Accurel EP 100) (Figura 26).
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Figura 26. Cinética de imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 em Accurel

EP 100. Atividade residual no sobrenadante (m) e proteina (®) residual no sobrenadante
determinada pelo método do pNPP aquoso e Bradford (1976), respectivamente.
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Nos estudos de eficiéncia de imobilizagdo anteriores (5.2.2) foram constatados 100%
de eficiéncia em Accurel EP 100 apos 16 h de imobilizagdo. As diferencas observadas podem
ser explicadas pelo procedimento de imobilizacdo, que anteriormente foi realizado em
Eppendorfs com agitagdo em mini-shaker (0,5 mL do extrato e 0,1 g do suporte), e durante a
cinética, em erlenmeyers contendo 100 mL do extrato e 2 g do suporte, em agitador orbital

(200 rpm). Observou-se ainda que praticamente toda a proteina foi adsorvida nas primeiras 6

h.

5.3. Simultinea Producao e Imobilizacao de Lipases (SPIL)

Realizou-se a producgdo de lipases de B. cepacia com adicao do suporte (Accurel EP
100) diretamente ao meio de cultura durante o cultivo, com o objetivo de reduzir as etapas de
preparacdo do extrato bruto utilizadas para técnica de imobilizagdo dos ensaios anteriores.
Estudou-se o tempo de adi¢do dos suportes (12, 24 e 48 h), fixando-se, no meio de cultura, a
concentragdo de suporte em 20 gL ¢ a concentragio de leo de oliva em 1,0% (v/v). A
atividade da enzima imobilizada foi determinada pelo método pNPP aquoso (4.11.1.1). Os
resultados mostraram que a atividade foi maior (1,5 U.mg” de suporte) quando o suporte foi
adicionado apds 12 h de fermentagdo; para adi¢do em 48 h, a atividade obtida foi de apenas
0,3 U.mg" de suporte. Comparativamente, a atividade da enzima imobilizada em Accurel por
SPIL foi 50% maior do que pelo método anterior de imobilizagio (1,0 U.mg™). Portanto, foi
possivel obter a enzima imobilizada simultaneamente a sua produgdo, com uma atividade
superior a metodologia convencional. Esses resultados sdo importantes, pois além de
mostrarem que € possivel reduzir-se o nimero de etapas do processo, a metodologia SPIL ¢
inédita para imobilizagdo de enzimas, tendo sido reportada apenas para imobilizacdo de
células de microrganismos ¢ posterior utilizagdo em reagdes em ambientes aquo-restritos ou
para a imobilizagdo de células para producdo de enzimas (Hama et al., 2007; Nighojkar et al.,

2006). Entretanto, neste ponto do trabalho ndo se sabia se células do microrganismo também
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haviam sido imobilizadas. Para esclarecer este ponto, investigou-se a possibilidade da
presenga de células bacterianas adsorvidas sobre o suporte através da microscopia eletronica

de varredura (MEV).

AGEV SpotMagn Dot Wl
SE
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Figura 27. Fotomicrografia do suporte Accurel EP 100 antes (a,b) e apos (c,d) a simultanea
produgdo e imobilizagdo da lipase (SPIL) de Burkholderia cepacia LTEB11. Adi¢do do
suporte ap6s 12 h de fermentagdo. Aumento: (a,c) 1000 (b,d) 2000 vezes.

Nas Figuras 27 (a, b), que mostram o suporte antes da imobilizagcdo, destacam-se as
cavidades vazias, com diametro médio de 15 pm antes da imobilizagdo; as Figuras 27 (c, d)
mostram o suporte apds a imobilizacdo, onde se observa as suas cavidades parcialmente
preenchidas. Além disso, aparentemente ndo ha células do microrganismo aderidas ao
material, pois estas possuem a forma de bastonetes com 1,2 a 3,2 um de comprimento ¢ 0,8-1
um de diametro (Bergey e Holt, 1994). Entretanto como a técnica permite a andlise apenas de
alguns milimteros de espessura da amostra (1 a 6 um), ndo se pode descartar a possibilidade
da presenga de células no interior do suporte ja que o Accurel é um material poroso ¢ as

células poderiam estar aderidas nestas cavidades internas.
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5.3.1. Estudo da Imobilizacdo SPIL Via Delineamento Fatorial

Levando em consideracdo que a imobilizacdo em Accurel EP 100 foi influenciada
pelo tempo de adi¢do do suporte a fermentacgdo, a imobilizagdo por SPIL foi otimizada através
de um delineamento fatorial fracionario com trés niveis e trés variaveis. Incluiu-se o tempo de
adicdo inicial (0 h), pois esta era uma condicdo que ndo havia sido estudada e excluiu-se
adicdo do suporte em 48 h, ja que a atividade da enzima imobilizada nesta condicdo havia
sido muito baixa. Selecionou-se ainda como varidvel a concentragdo de suporte e de 6leo de
oliva (%) no meio de cultura para verificar se a variagdo destes pardmetros poderia influenciar
na imobiliza¢do ou na producdo de lipases durante a fermentagdo. As varidveis e seus niveis,
bem como os resultados experimentais, estdo mostrados na Tabela 14.

A andlise de variancia (ANOVA) (Tabela 15) indicou que o modelo polinomial de
segunda ordem [Eq. (3)] ¢é estatisticamente significativo e adequado para representar a relagdo
entre a resposta (atividade por mg de suporte) e as variaveis significativas, pois o valor do
coeficiente de determinagio ¢ satisfatorio (R* = 0,98). Este valor indica que 98% da variagio
da atividade da enzima imobilizada pode ser atribuida a variaveis independentes e somente
2% da variagdo total ndo podem ser explicados pelo modelo, o que sugere que houve um bom
ajuste do modelo aos dados experimentais (Figura 28). Além disso, a falta de ajuste para a
regressao foi ndo significativa (p=0,075), ao nivel de 5%, indicando que a equagdo prevista
pode ser usada para qualquer combinacdo dos valores das variaveis estudadas.

Uma outra forma de avaliar o modelo estatistico utilizado na analise de variancia ¢
através dos erros de ajustamento, que devem ser independentes e normalmente distribuidos.
Tais verificagcdes foram contempladas quando se analisa a relacdo entre o nimero de ensaios e
os residuos (Figura 29), onde se observa uma distribui¢do aleatdria entre os residuos de todos

os ensaios, sugerindo residuos independentes.
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Tabela 14. Valores experimentais para a atividade da lipase de Burkholderia cepacia
LTEBI11 imobilizadas por SPIL em Accurel EP 100 para o delineamento fatorial fracionario
com 3 niveis e 3 variaveis.

Fatores
Experimento TemPo de Concentrag?_llo de ’ Concent.ragﬁo do Atividade
adi¢do do suporte (g.L7), x» | 6leo de oliva (%), x3 (U‘mg-l de
suporte (h), x| suporte)

1 -1%(0) -1(10) 0(0,625) 1,90
2 1(24) -1(10) 0(0,625) 1,67
3 -1(0) 1(30) 0(0,625) 0,10
4 1(24) 1(30) 0(0,625) 0,53
5 -1(0) 0(20) -1(0,25) 0,66
6 1(24) 0(20) -1(0,25) 0,40
7 -1(0) 0(20) 1(1,0) 0,15
8 1(24) 0(20) 1(1,0) 1,00
9 0(12) -1(10) -1(0,25) 1,27
10 0(12) 1(30) -1(0,25) 0,55
11 0(12) -1(10) 1(1,0) 2,60
12 0(12) 1(30) 1(1,0) 0,085
13 0(12) 0(20) 0(0,625) 0,90
14 0(12) 0(20) 0(0,625) 0,80
15 0(12) 0(20) 0(0,625) 0,82

0 ntmero em parénteses representa o numero real das condi¢des nos experimentos.

Tabela 15. Analise de Variancia da equagdo prevista para atividade da lipase de Burkholderia
cepacia LTEBI11 imobilizada em Accurel EP 100 por SPIL.

Fonte de Soma dos Graus de | Quadrado | F calculado | F tabelado | p-
Variagao Quadrados | Liberdade Médio valor
Regressao 6,91 9 0,77
Residuos 0,11 5 0,022 35 4,77 <0,001
Falta de 0,10 3 0,03 12,5 19,16 0,075
Ajuste
Erro Puro 0,012 2 0,006
Total 7,13 14 R*=98%

significativo p< 0,05.
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Valores Previstos para a Atividade (U.mg '1)

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Valores Observados para a Atividade (U.mg 1

Figura 28. Valores previstos e observados experimentalmente para a atividade (U.mg'1 de
suporte) da lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em Accurel EP 100 por

SPIL.

Figura 29. Distribuicdo dos residuos fornecidos pelo modelo polinomial (Tabela 14).
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O modelo previsto obtido aplicando a metodologia de superficie da resposta esta

representado a seguir pela Equacdo (4) polinomial de segunda ordem:
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Y =0,84+0,10x, —0,77x, +0,12x; — 0,18x; +0,39x; —0,10x;
+0,16x,x, +0,28x,x; —0,45x,x,

“)

A Tabela 16 mostra os coeficientes de regressdo para a resposta polinomial (Y), ou

seja, a atividade da enzima imobilizada (expressa em U.mg™ de suporte). Representou-se toda

a equagdo (com todos os coeficientes significativos ou ndo), pois, analisando a equagdo

somente com os coeficientes significativos, ha uma diminuigdo significativa do coeficiente de

correlacdo R* (de 0,98 para 0,92).

Tabela 16. Coeficientes de regressdo para a resposta atividade da lipase de Burkholderia
cepacia LTEBI11 imobilizadas por SPIL em Accurel EP 100 obtidos a partir da Tabela 14.

Coeficientes Erro Limite de Limite de
de Padrio Confiabilida | Confiabilidade

Fatores Regressio T p de -95% +95%
Média 0,84 0,086 9,78 0,0002 0,62 1,06
TAS* (L) 0,01 0,052 1,88 0,12 -0,04 0,23
[ST° (L) -0,77 0,052 -14,68 | 0,000026 -0,91 -0,64
[O]° (L) 0,12 0,052 2,27 0,072 -0,016 0,25

TAS (Q) -0,18 0,077 -2,35 0,066 -0,38 -0,017
[S]1(Q) 0,39 0,077 5,06 0,0039 0,19 0,59
[0] (Q) -0,10 0,077 -1,36 0,23 -0,30 0,09
TAS x [S] 0,16 0,074 2,21 0,08 -0,026 0,36
TAS x [O] 0,28 0,074 3,73 0,013 0,086 0,47
[S]x [O] -0,45 0,074 -6,03 0,0018 -0,64 -0,26

*TAS: tempo de adigdo do suporte (h); °[S] concentragdo do suporte (g.L7); (O] concentragio de 6leo (%).

A analise dos efeitos das variaveis (Eq. 4 e Tabela 16), baseando-se no valor de

p<0,05, mostrou que o Unico termo linear importante, dentro da faixa estudada, foi a

concentragdo de suporte adicionado [S] (x;), indicando que, com o aumento da quantidade de

suporte no meio de cultura, a atividade da enzima imobilizada diminui em 0,8 unidades
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aproximadamente. Isto pode ser explicado pelo maior espalhamento da atividade total
presente no meio entre as particulas do suporte, ou seja, como ha mais suporte disponivel, as
moléculas de enzima tendem a se espalhar mais sobre o suporte. E ainda interessante ressaltar
que a variavel tempo de adicdo do suporte, dentro da faixa estudada (0-24h), ndo teve
significincia, ao contrario do que se obteve anteriormente, quando se utilizou um tempo
maior de 48 h e obteve-se 4 vezes menos atividade do que quando se adicionou o suporte apds
12 h. Dentre os termos quadraticos, foram significativos a concentracao de suporte adicionado
[S] (x,"). Analisando-se os efeitos de segunda ordem, ou seja, aqueles resultantes da interagio
entre duas variaveis, houve interacdo significativa entre o tempo de adi¢do do suporte ao meio
de cultura (x;) (investigado de 0 a 24 h) e concentracdo de 6leo de oliva (x3) (investigada entre
0,25 a 1%). A interagdo influenciou de forma positiva a atividade da enzima imobilizada, que
aumenta em 0,28 unidades quando se passa simultaneamente os dois parametros do nivel (-1)
para (+1). Houve ainda interacdo de segunda ordem entre a concentragdo de suporte
adicionada ao meio (x;) (investigada de 10 a 30 g.L") e concentracdo de 6leo de oliva (x3)
(investigada entre 0,25 a 1%). A interacdo influenciou de forma negativa, a atividade do
imobilizado diminui em 0,45 unidades quando se passam simultaneamente os dois parametros
do nivel (-1) para (+1).

A partir destes resultados foi possivel obter-se algumas conclusdes deste conjunto de

experimentos, que mostram as tendéncias previstas pelo modelo matematico.
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Figura 30. Efeito da concentragio do suporte (10 a 30 g.L™") e do 6leo de oliva (0,25 a 1%) na

resposta atividade da lipase de Burkholderia cepacia LTEBI1 imobilizada em Accurel EP
100 por SPIL. (a) 3D e (b) 2D.

93



(a)

(o ) VLV

(b)

Concetracio do Oleo (%)

s
W)
18
14
B 1

-2 -10 -08 -0,6 -04 -02 00 02 04 06 08 10 12 -06

Tempo de Adicao do Suporte (h)

Figura 31. Efeito da concentracdo do 6leo de oliva (0,25 a 1%) e do tempo de adicdo do
suporte na resposta atividade da lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em
Accurel EP 100 por SPIL. (a) 3D e (b) 2D.

94



Na Figura 30, observa-se que a relagdo entre concentragdo de suporte e concentracio
de o6leo de oliva na fermentagdo sobre a resposta (atividade da enzima imobilizada) indicou o
maximo de atividade (valor previsto de 2,5 U.mg'1 de suporte e observado de 2,6 U.mg'1 de
suporte) com a minima quantidade de suporte (10 g.L”' do meio de cultura) e maxima
concentracdo de oleo de oliva (1%). Para este resultado contribuem dois fendmenos: o
primeiro € o espalhamento maior da enzima quando se coloca mais suporte no meio,
conforme ja discutido anteriormente; o segundo tem relacdo com a maior indugdo da
producdo da lipase durante a fermentacdo quando se utiliza 1% de 6leo de oliva no meio.
Além disso, a falta de significancia da variavel tempo de adi¢do do suporte (termo linear)
sugere que o suporte pode ser adicionado em uma faixa de tempo de 12 a aproximadamente
20 h sem comprometer os resultados (Figura 31).

Comparando a atividade total obtida em cada erlenmeyer (150 mL), quando o
suporte foi adicionado ao meio de cultivo (5200 U da enzima imobilizada em 2 g de suporte e
300 U residuais no sobrenadante em média), em relagdo ao cultivo sem adi¢do do suporte
(5000 U em média), trés observagdes sdo importantes: primeiramente, percebe-se que a
utilizagdo da metodologia SPIL foi viavel pois houve producdo de atividade lipasica total
superior (10%, em média), no meio de cultura. Além disso, para a imobilizacdo convencional
seriam necessarios, de acordo com o protocolo otimizado no LTEB, para a quantidade de
atividade produzida (5000 U), 4 g de suporte. Finalmente, o método SPIL possibilitou um
aumento da atividade da enzima imobilizada de 1,0 U.mg" pela metodologia convencional
para 2,6 U.mg"' dosadas pelo método da hidrélise do pNPP aquoso.

Para verificar a reprodutibilidade do método, a enzima foi imobilizada por SPIL, em
uma escala de produgdo em 10 Erlenmeyers (500 mL) nas seguintes condi¢des: adi¢do do

suporte ao meio de cultivo entre 12 a 20 h (10 g/L) com 1% de dleo. A atividade da enzima

95



imobilizada variou entre 2,3 ¢ 2,8 U.mg” de suporte. Este resultado pode ser considerado

bom, em se tratando de processos fermentativos.

5.4. Estudos de Utilizacio da Enzima em Biocatalise em Solventes Orgénicos
5.4.1. Efeito da Temperatura na Estabilidade em Solventes Orgdnicos da Lipase Livre e
Imobilizada

Para este estudo a enzima foi imobilizada pelo processo SPIL com adi¢ao do suporte
apos 12 h de cultivo, 20 gL' de suporte e meio de cultivo contendo 1% de 6leo de oliva.

Antes de se iniciar as reagdes de biocatalise em meios de solventes orgénicos, foi
necessario testar a estabilidade da enzima livre e imobilizada em solventes com polaridades
diferentes (n-heptano log P 4,0, etanol log P -0,24 e acetonitrila log P —0,33), para iniciar-se
os testes das reacOes de sintese em meios reacionais onde a enzima fosse estavel. Para isto,
nesta etapa estudou-se conjuntamente a estabilidade da enzima livre e imobilizada em Accurel
EP 100 em etanol, acetonitrila e n-heptano em duas diferentes temperaturas (37 °C e 50 °C)
com 3 h de incubacio.

Verificou-se (Figuras 32 e 33) que a enzima livre apresentou uma ativagdo em n-
heptano (148 % + 4,5, 37°C e 140% £ 7,5 a 50 °C) e manteve sua atividade em quase todos
outros solventes estudados em ambas as temperaturas, exceto quando incubada em etanol a 50
°C (85 £ 7% de atividade residual). Estes resultados mostram que se pode utilizar a enzima
livie em temperaturas relativamente altas, tanto em solventes hidrofobicos quanto em
solventes hidrofilicos.

Por outro lado, a enzima imobilizada em Accurel EP 100 foi estavel apenas quando

incubada em n-heptano, sendo muito menos estavel em etanol (27 =4 %, 37°C e 30 £20 % a

50 °C) e acetonitrila (30 = 8 %, 37°C e 32 + 15 % a 50 °C). Apesar da enzima livre ter sido
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mais estavel nos solventes organicos utilizados, a forma imobilizada apresenta a vantagem de

poder ser reutilizada e devido a isto, continuou-se a utiliza-la nos experimentos subsequentes.
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Figura 32. Estabilidade a 37 °C da lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11 livre (extrato
bruto liofilizado) e imobilizada em Accurel EP 100 em solventes polares e apolares.
Condigdes: O biocatalisador foi incubado por 3 h (em banho termostatizado), em n-heptano

(H), etanol (E) e acetonitrila (A).
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Figura 33. Estabilidade a 50 °C da lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11 livre (extrato
bruto liofilizado) e imobilizada em Accurel EP 100 ¢ HDL-L em solventes polares e apolares.
Condigdes: O biocatalisador foi incubado por 3 h (em banho termostatizado), em n-heptano

(H), etanol (E) e acetonitrila (A).
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Estes resultados ndo estdo de acordo com a literatura em geral, pois, em muitos
casos, a imobilizagdo promove maior estabilidade de lipases frente a alguns solventes
organicos e a temperatura (Liu e Chang, 2008; Santos et al., 2008; Vaidya e Singhaul, 2008;
Wu et al., 2007). No caso do presente trabalho pode ter havido uma adsor¢ao seletiva da
enzima que estd aderida ao suporte, o que poderia torna-la mais acessivel ao solvente
organico, causando a sua desnaturacdo. Além disso, a maior atividade residual encontrada
para a enzima livre, principalmente em n-heptano, pode ser resultado do rompimento dos
agregados de alto peso molecular, tornando um maior nimero de sitios ativos da enzima
acessiveis ao substrato. Entretanto uma comparagdo com os resultados aqui obtidos torna-se
dificil, pois poucos artigos encontrados na literatura comparam a estabilidade da enzima (livre
¢ imobilizada) em solventes organicos. Nos artigos encontrados, estuda-se: (a) separadamente
a estabilidade da enzima imobilizada a temperatura em meio aquoso e a estabilidade em
solventes organicos em uma determinada temperatura; (b) no caso da estabilidade em
solventes ¢ comum encontrar somente a comparacao da estabilidade em diferentes solventes
da enzima imobilizada em relacdo a estabilidade em meio aquoso (ndo se estuda a
estabilidade da enzima livre). Para o primeiro caso (a), pode-se citar a estabilidade da lipase
de Arthrobacter sp imobilizada por adsorcdo em um polimero parcialmente hidrofobico
GMA-EGDM 75-30 [poli(glicidil metacrilato-co-etileno dimetacrilato)]. Esta enzima
apresentou, no estudo da estabilidade a temperatura (em meio aquoso), 20% de atividade
residual a 60 °C, enquanto a enzima livre ndo apresentou atividade nesta temperatura. Com
relacdo a estabilidade em solventes, a enzima foi incubada por 48 h a 25 °C em solventes
hidrofébicos e hidrofilicos ¢ a enzima imobilizada apresentou maior estabilidade quando

comparada a forma livre em todos os solventes estudados (Bhushan et al., 2008).
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No segundo caso (b), pode-se observar a estabilidade em solventes organicos da
lipase de Bacillus coagulans BTS-3, imobilizada por ligagdo covalente em Nylon-6. A enzima
foi incubada por 30 min a 55°C e apresentou boa estabilidade em presenca do n-heptano
(156%), cloroférmio (115%) e isopropanol (106%), mas foi pouco estavel em presenga de
etanol (44%), acetona (15,8%) e n-hexano (10,8%) (Pahujani et al., 2008). Estudo semelhante
foi realizado por Wu et al. (2007), que imobilizaram por adsorcao a lipase de Mucor javanicus
em Amberlite XAD-7 (resina acrilica de polaridade moderada). A maior estabilidade foi
observada com a acetona (246,5%) seguido do isopropanol (193%), a enzima foi pouco ativa
em metanol (10%) e ndo apresentou atividade em DMSO (dimetilsulfoxido) e DMF

(dimetilformamida).

5.4.2. Reacoes de Sintese em Meios Aquo-Restritos

As lipases de B. cepacia na forma livre (liofilizada) e imobilizada foram testadas em
diferentes reagdes em meios de solvente organico. Para tanto, fizeram-se controles para todos
os testes, a saber: para a enzima livre, o controle foi realizado com a enzima desnaturada e
adicionada ao meio reacional; para a enzima imobilizada, adicionaram-se os suportes sem
enzima e com a enzima imobilizada e desnaturada. Para estes controles, todos os resultados

foram negativos, ou seja, nao houve reacao.

5.4.2.1. Esterificaciio do Acido Oléico com Etanol Utilizando a Enzima Livre e Imobilizada
A cinética de sintese do oleato de etila em n-heptano e em meio livre de solvente,
onde os solventes sdo os substratos da reagdo, foi investigada para comparagdo da eficiéncia

catalitica da enzima livre, imobilizada de forma convencional e na forma SPIL (Figura 34).
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Figura 34. Cinética da sintese do oleato de etila a 37 °C em n-heptano, catalisada pela lipase
de Burkholderia cepacia LTEBI11 livre (90 U.mL" do meio reacional) (A), imobilizada de
forma convencional (90 U.mL" do meio reacional, 450 mg de suporte ) (m) e por SPIL (250
U.mL" do meio reacional, 450 mg de suporte) (®); razdo molar 1:3 (acido/alcool).

Observa-se que o melhor resultado (95 £ 3,6% de conversdo em éster, 1 h) foi obtido
quando se utilizou a enzima imobilizada por SPIL. Isto pode ser explicado pela maior
atividade especifica de esterificagdo, calculada a partir das velocidades iniciais da reagdo, para
a enzima imobilizada por SPIL, que foi de trés e quatorze vezes maior, se comparada a
imobilizada de forma convencional e a enzima livre, respectivamente (Tabela 17). Os
resultados de atividade especifica de esterificagdo mostram que, no caso da enzima
imobilizada por SPIL, a imobilizacdo foi mais seletiva para as lipases do que no caso da
imobilizagdo convencional. E provavel que, além de ter imobilizado prioritariamente as
lipases, para o caso da enzima imobilizada por SPIL a distribuicdo da enzima possa ter
ocorrido de maneira a favorecer a interagdo enzima-substrato, diminuindo os efeitos
difusionais e aumentando a velocidade inicial da reagdo. Com relacdo a melhor eficiéncia
catalitica da enzima imobilizada em comparagdo a livre, este resultado ¢ comum para lipases ¢

provavelmente envolve dois fatores: (a) as interagcdes entre a enzima e o suporte podem
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promover a desagregacdo da enzima, o que aumenta o numero de moléculas de enzima
disponiveis para catalise ou (b) a imobilizacdo em suportes hidrofobicos pode favorecer a
catalise devido as interagcdes entre o suporte e a enzima, que mantém aberta a “tampa”
hidrofobica situada sobre o sitio catalitico das lipases, facilitando o acesso do substrato ao

sitio catalitico (Petkar et al., 2006).

Tabela 17. Atividade de esterificacdo da lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada
e livre.

Enzima imobilizada | Enzima imobilizada | Enzima
por SPIL convencional livre
Acp (Umg de proteina) 2,3 1,0 0,16
A (U.mg" de suporte ou po*) 0,025 0,008 0,007
[P] (mg de P/g de suporte ou po) 10,6 £0,9 8,1 £0,1 45+0,3
Quantidade de suporte ou pod (g) 0,45 0,45 0,23
utilizada na reagdo

A= atividade de esterificacdo;*enzima livre; [P]= concentracdo de proteina por Smith (1985) para a enzima
imobilizada e Bradford (1976) para a enzima livre.

Um aspecto importante em biocatalise em solventes organicos ¢ a eliminagdo de
solventes que ndo sdo substratos da reacdo, visando a diminui¢do de custos do processo. Neste
trabalho, quando o n-heptano foi eliminado do meio reacional, e os substratos etanol e acido
graxo passaram a ser os unicos solventes (Figura 35), as porcentagens maximas de
esterificacdo foram menores do que as obtidas em presenca de n-heptano, e ocorreram em um
tempo muito maior: 77,5 + 5,5% e 77,4 + 0,8%, respectivamente para as duas preparacdes
imobilizadas pelo processo convencional e por SPIL e de apenas 38 £ 1% para a enzima livre,

apos 48 h de reacao.
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Figura 35. Cinética da sintese do oleato de etila a 37 °C em ambiente livre de n-heptano,
catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 livre (90 U.mL™" do meio reacional)
(A), imobilizada de forma convencional (90 U.mL" do meio reacional, 450 mg de suporte )
(m) e por SPIL (250 U.mL" do meio reacional, 450 mg de suporte) ().

Estes resultados podem ser atribuidos a desnaturagdo da enzima pelo etanol, uma
vez que alguns autores citam que a utilizagdo de solventes polares pode diminuir a atividade
catalitica da enzima devido a interagdo solvente-enzima, que altera a conformacdo nativa da
proteina pela ruptura das ligacdes de hidrogénio. Outra possibilidade seria pela interagdo
direta com a agua essencial em torno da molécula da enzima, pois solventes polares sdo
capazes de absorver dgua e retirar a camada de hidratacdo da enzima, provocando a perda das
propriedades cataliticas por inativacdo ou desnaturagcdo (Lima et al., 2004; Simon et al.,
1998).

A sintese do oleato de etila sem o co-solvente foi estudada por alguns pesquisadores.
Por exemplo, Foresti e Ferreira (2007) obtiveram conversdo maxima de 75% em 24 h usando
50 mg (26 U) de lipase de C. antartica B (CAL-B) imobilizada sobre quitosana. Os mesmos

autores (2005) realizaram a esterificacdo usando a CAL-B imobilizada em polipropileno (23

m?/ g), e obtiveram conversdo de 78,6% em 7h utilizando 300 mg de enzima (1800 U).
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Esteres alquilicos diferentes do oleato de etila, mas sintetizados sem co-solvente
também sdo reportados. A sintese do valerato de etila e do acetato de n-hexila foi obtida com
conversdao maxima de 51% (200 U) e 41% (100U), respectivamente, usando a lipase de
Staphylococcus simulans imobilizada em CaCOj; (Karra-Chaabouni et al., 2006) apos 72 h.

Laudani et al. (2006) compararam a sintese do oleato de octila em presenga e
auséncia de n-hexano, utilizando 750 mg da Lipozyme RM IM (Novozym) imobilizada em
resina de troca anidnica. As conversdoes foram de 84 (livre de solvente) e 83% em 7 h,
respectivamente. Para este estudo ndo houve diferencas significativas na conversdo do éster,
pois os substratos empregados possuem baixa polaridade e tendem a ndo ser desnaturantes.

Com relacdo a estudos comparativos usando enzimas imobilizadas e livres, a
literatura destaca que os melhores resultados sdo obtidos normalmente com a enzima
imobilizada. Ghamgui et al. (2007) estudaram a esterificacdo do oleato de etila (somente com
o etanol como solvente) usando a lipase Rhizopus oryzae livre e imobilizada em CaCOs;. A
conversdao em éster foi de 6 e 83% respectivamente em 48 h e com 300 U de enzima. Ja
Sebrao et al. (2007) usaram sete tipos de lipases (livre e imobilizadas filme de caseinato de
sodio/glicerol) como catalisadores na esterificagdo do oleato de n-pentila (24 h) e nem todas
as enzimas imobilizadas foram mais eficientes que as livres. Das lipases empregadas, a lipase
de A. niger ndo apresentou atividade em meio organico. As lipases de 7. lanuginosus e R.
oryzae foram mais ativas apOs a imobiliza¢do, apresentando conversoes de 38 e 13%,
respectivamente, antes da imobiliza¢do e 45 e 41%, respectivamente, apds a imobilizacdo.
Com a lipase de Pseudomonas sp., ndo houve mudangas significativas na formagdo do éster
usando a enzima livre ou imobilizada (63% antes e 66% de conversdo apos a imobilizacao).
As lipases de M. miehei e C. rugosa perderam atividade apds a imobilizagdo, sendo a
conversdao em éster de 41 e 43% respectivamente antes da imobilizagdo, ¢ 13 e 11%,

respectivamente, apds a imobilizagao.
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Comparando os resultados deste trabalho com os encontrados em literatura e
considerando que a enzima n3o é comercial, as conversdes, especialmente com a enzima
imobilizada, podem ser consideradas altas, 95 + 3,6% de éster em 1 h para o sistema com n-
heptano e 77% de éster em 48 h para o sistema contendo somente etanol como solvente.

Verifica-se ainda que a estabilidade da B. cepacia foi muito boa especialmente no
sistema contendo etanol como solvente, cuja razdo molar alcool:4acido foi extremamente alta
(RM: 245). Maiores conversdes no sistema sem co-solvente poderiam ser esperadas com a
alteracdo das razdes molares de alcool e acido oléico.

Além disso, os resultados aqui apresentados s3o interessantes, pois mostram que a
enzima imobilizada pelo processo SPIL ¢ tanto ou mais eficiente do que a enzima imobilizada
pelo processo convencional, dependendo da presenca do co-solvente, neste caso, o n-heptano.
Finalmente, as duas preparacdes enzimaticas imobilizadas se mostraram mais eficientes do
que a enzima livre nas reacgdes de esterificacdo do acido oléico e etanol, indicando que a
imobilizacdo da B. cepacia em Accurel favorece na minimizacdo dos fatores custo e

estabilidade, que limitam a utilizacdo destes biocatalisadores em geral.

5.4.2.2. Determinacdo da Regiosseletividade e Tiposseletividade

O objetivo desta etapa foi estudar a atividade biocatalitica da enzima imobilizada
pelo processo SPIL com relagdo a sua seletividade de agdo, regiosseletividade e
tiposseletividade (acdo em diferentes cadeias carbonicas), utilizando diferentes substratos em
meio contendo n-heptano. A determinacdo destas caracteristicas pode definir o tipo de
aplicagdo das lipases: por exemplo, para a producdo de lipideos estruturados sdo requeridas
lipases com especificidade 1,3. Sabe-se, com efeito, que as propriedades nutritivas e
funcionais sdo determinadas, ndo somente pela composi¢do dos acidos graxos utilizados, mas

igualmente pela distribuicdo espacial destes acidos graxos sobre o esqueleto do triglicerideo.
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A literatura reporta que lipases de B. cepacia (Kaieda et al., 2001) ndo sdo, em geral,
regioespecificas, podendo hidrolisar a ligacdo éster nas trés posi¢des do triacilglicerol.
Entretanto, como a cepa produtora da lipase utilizada no presente trabalho ¢ uma cepa
selvagem, sua regiosseletividade poderia ser diferente da reportada em literatura. Além disso,
a imobilizacdo da enzima poderia levar a uma modificagdo na seletividade da enzima. Por
isso, a regiosseletividade da lipase de B. cepacia LTEB11 imobilizada foi determinada através
da reagdo de hidrolise da trioleina em meio aquo-restrito (contendo n-heptano com 0,5% de
agua v/v).

Os resultados mostraram que o conteudo relativo (em 15 min de reacdo) foi de
aproximadamente 4% para os produtos de hidrolise 1,2-DAG, 2,3-DAG e de 3% para o 1,3-
DAG (Tabela 18). Este resultado indica que a ligacdo éster foi hidrolisada nas trés posicdes
do triacilglicerol, confirmando a auséncia de especificidade da lipase de B. cepacia LTEBI11.

Tabela 18. Produtos da hidrélise da trioleina catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia
LTEBI11 imobilizada em Accurel EP 100.

Produtos de hidrdlise | Contetido relativo (%)
AGL 2,5+0,16
DAG1,2¢e23 4,0 £0,44
DAG 1,3 3,0 £0,05
MAG 0,9 +£0,06

Sendo: AGL;acidos graxos livres; DAG: diacilglicer6is; MAG: monoacilglicerdis. Condi¢des: 30 mg de enzima,
10 mL de n-heptano, 0,5% de agua (v/v), 0,56 mmol de trioleina, 37 °C, 15 min.

Com relacdo a tiposseletividade, avaliou-se a especificidade da enzima quanto ao
tamanho da cadeia carbonica, através de reagdes de interesterificacdo entre a tricaprilina
(TC8:0) e TAGs contendo residuos acilicos saturados de 4 a 18 carbonos, e quanto as

insaturagdes da cadeia. Com relacdo a insaturacao, a tiposseletividade foi avaliada através de
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reacOes de interesterificagdo entre a tricaprilina (TC8:0) ¢ TAGs C18 com 0 a 3 insaturagdes
(item 4.10.3./b). Os resultados (Tabela 19 e Figura 36a) mostraram que a eficiéncia catalitica
aumentou com a diminui¢@o da cadeia carbdnica, sendo a porcentagem de interesterificacio e
a atividade especifica, calculadas a partir das velocidades iniciais da reagdo, maiores para a
tributirina (TC4:0) (2880 U.mg'1 e 86% respectivamente) e menores para a triestearina

(TC18:0) (368 U.mg" e 40%).
g

Tabela 19. Atividade de interesterificacdo da lipase de Burkholderia cepacia LTEBI1
imobilizada em Accurel EP 100. Formag¢do de TAGs na interesterificacdo entre tricaprilina
(TC8:0) com (a) séric homologa de TAGs saturados e (b) insaturados para TC18 (0 a 3
insaturagoes)

Atividade de Interesterificacdo
Reacdo U.mg” de suporte | U.mg ™' de proteina
z TC 8:0 + TC 4:0 72 2880
EE TC 8:0 + TC 10:0 24 952
f%s TC 8:0+ TC 12:0 21 840
'§ TC 8:0 + TC 14:0 21 840
§ TC 8:0 + TC 16:0 14 544
@ TC 8:0+ TC 18:0 9,2 368
?g TC 8:0 + TC 18:1 A’ 13 504
é TC 8:0 + TC 18:1 A’ (OH)* 29 1144
3 TC 8:0 + TC 18:2 A" 26 1056
§ TC 8:0 + TC 18:3 A”'>P 11 432

*sendo: (OH) presente no carbono 12.

Quando se avaliou o efeito da insaturagdo da cadeia, a atividade especifica da
enzima (Figura 36b) diminuiu com o aumento do niimero de insatura¢des na cadeia: foi maior
e praticamente igual para a triricinoleina [TC18:1 A’ (OH)] (1144 U.mg™) e trilinoleina (TC
18:2 A”'?) (1056 U.mg™") e menor para a trilinolenina (TC 18:3 A”'*!%) (432 U.mg™) (Tabela

19).

106



(a)
100
7]
(=}
=
£
= 804
B
Z
<
N
S 60+
wn
O
=
«» 404
(=]
g —&A— Tributirina
= —®&— Tricaprina
L
= 207 —{— Trilaurina
@ —W%— Trimiristina
< —O— Tripalmiting
c 0 —#— Triestearina
E T T T T T T T T
0 6 12 18 24
Tempo (h)
(b)
70
wn
=
-g 60
g i
s
% 50
=
~—
8
« 404
Qo
<«
= 30
w
=
2
= 204 —&— Triestearina
% —@— Trioleina
@ 104 —A— Trilinoleina
< —— trilinolenina
= —O— Triricinoleing
E 0 T T T T T T T T
0 6 12 18 24
Tempo (h)

Figura 36. Cinética de transferéncia de grupos acila catalisada pela lipase de Burkholderia
cepacia LTEBI1 imobilizada em Accurel EP 100. Formagdo de TAGs totais na
interesterificacdo entre tricaprilina (TC8:0) com (a) série homologa de TAGs saturados e (b)
insaturados para TC18 (0 a 3 insaturacdes). Coversdo determinada por cromatografia gasosa.

Quando se avaliou a porcentagem de interesterificacdo em 24 h, o maior rendimento
foi obtido com a trilinoleina (TC 18:2 A*'?) (67%), observando-se uma diminui¢do da
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eficiéncia catalitica para a reacdo contendo triricinoleina [C18:1 A’ (OH)] apos 8 h de reagdo,
com rendimento de 53% apos 24 h. Este resultado pode ser explicado pela presenca do grupo
hidroxila no carbono 12 na estrutura da triricinoleina, que pode ter proporcionado

desnaturagdo da enzima (Figura 37).

OH

O\/\/\/\/\/\M

Figura 37. Representacdo estrutural da triricinoleina.

Outras lipases apresentaram comportamento semelhante ao da lipase deste trabalho.
Caro et al. (2000), por exemplo, utilizaram o extrato lipolitico de Carica papaya em reagdes
de transesterificacdo entre a tributirina ¢ TAGs de uma série homologa e os resultados
mostraram que o rendimento para a formagdo de novos TAGs diminui com o aumento da
cadeia carbonica do TAG. Cambon et al. (2008) realizaram rea¢des de hidrolise,
interesterificacdo de TAGs e de transesterificagdo (aciddlise, acido graxo com TAG), com um
extrato lipolitico de Carica pentagona. Nas reagdes de hidrolise, houve preferéncia pela
tributirina e nas reagdes de interesterificacdo e acidolise a eficiéncia catalitica diminuiu com o
aumento da cadeia carbonica do TAG (para a série dos TAGs saturados) ¢ aumentou com o
aumento das insaturagdes (para a série dos TAGs insaturados). Para o ultimo caso, a
eficiéncia catalitica foi muito semelhante para as reacdes contendo a trilinoleina ou a
trilinolenina.

Estes resultados mostraram que foi possivel utilizar a lipase de B. cepacia LTEB11
imobilizada em reagdes de insteresterificacdo. Entretanto, devido a ndo regiosseletividade da

enzima, a aplicacdo para modificagdo de 6leos e gorduras na area nutricional deixa de ser
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interessante, pois ndo ¢ possivel predeterminar aonde ocorrera a modificagdo. Por outro lado,
conhecendo a tiposseletividade da enzima, ¢ possivel prever em qual tipo de reacdo ela sera
mais ativa. Apods observar a alta eficiéncia catalitica da lipase de B. cepacia imobilizada em
Accurel EP 100 na reacdo entre a tricaprilina e a triricinoleina, principal componente do 6leo
de mamona, decidiu-se testar a lipase na produgdo de ésteres componentes do biodiesel de

6leo de mamona através de reagdes de transesterificagdo (alcoolise).

5.4.2.3. Aplicacao da Lipase Imobilizada em Reac¢oes de Transesterificacao

A finalidade desta etapa do trabalho foi de verificar a possibilidade de catalise da
lipase de B. cepacia imobilizada em Accurel EP 100 na reagdo de transesterificagdo do dleo
de mamona por meio de alcoolise (metanolise e etandlise, sem co-solvente). O 6leo de
mamona ¢ interessante sob o ponto de vista econdmico e em termos de possuir um
triacilglicerol de cadeia longa (87 a 90% de triricinoleina), com caracteristicas tnicas como
alta densidade (0,97 mg/mL), alta viscosidade e presenga de hidroxila (no carbono 12) na
cadeia carbdnica que compde o triacilglicerol. E o tnico triacilglicerol de cadeia longa
totalmente soltivel em etanol em qualquer proporgdo. Por isso, a transesterificagdo deste dleo
tem produzido ésteres com diferentes aplicagdes, incluindo surfactantes, germicidas, aditivos
em cosméticos e componentes do biodiesel (Yang et al., 2005; Veit, 2004).

Os resultados mostraram (Figura 38) que, no inicio da reagdo (24 h), a conversao em
¢éster foi maior para a reagdo de metanolise (51%) que para a etandlise (33%) do 6leo de
mamona. Entretanto, a partir de 92 h, o rendimento para ambas a reagdes foi praticamente o
mesmo, com a percentagem maxima de conversdo em éster de 93 e 90% em 120 h.

A partir dos resultados obtidos nestes experimentos, decidiu-se otimizar somente a
etanolise do 6leo de mamona, devido a toxicidade do metanol e além disso o etanol é

produzido em maior escala no Brasil em comparagdo ao outro alcool . Alguns parametros
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foram estudados, a saber: atividade de agua do biocatalisador (ay. 0,19; 0,22; 0,29; 0,44;
0,68), quantidade de enzima (100, 200, 300 e 400 U), razdo molar (6leo:alcool 1:3; 1:6; 1:9;

1:12), temperatura (30, 45 °C) e adi¢do do etanol em duas etapas.
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Figura 38. Transesterificacdo do 6leo de mamona catalisada pela lipase de Burkholderia
cepacia LTEBI11 imobilizada em Accurel EP 100. Sendo: etandlise ( ®) e metandlise (H).
Condigdes: razdo molar 1:3 6leo (3 mmol):alcool (9 mmol), 30 mg de enzima imobilizada,
45°C, 300 rpm. Reacdes em duplicata determinadas por cromatografia gasosa.

5.4.2.3.1. Efeito da Atividade de Agua (a,,)

A quantidade de agua, dosada muitas vezes pela atividade de agua (ay) no sistema, ¢
um dos parametros mais importantes para se conseguir uma reacdo com altos rendimentos dos
produtos. A atividade de dgua ¢ influenciada fortemente pelo nivel de hidratacdo da enzima,
que, consequentemente, afeta a sua eficiéncia catalitica (Rahman et al., 2008). A atividade de
agua pode ser controlada somente na enzima, ou em todo o sistema reacional. Decidiu-se

controlar a atividade de 4gua somente da enzima, pois para controlar o equilibrio entre a
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hidrolise e as reagdes da sintese, ¢ mais importante monitorar o microambiente aquoso do
biocatalisador (Cambon et al., 2006).

No estudo do controle de atividade de agua inicial (ay) (Figura 39) nota-se que
houve pouca diferenca na porcentagem de conversdo em éster com a alteracdo da a,. Em

todos os valores de a,, estudados obteve-se aproximadamente 90% de conversdao em éster (24

h).
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Figura 39. Estudo da influéncia da atividade de agua (ay) da enzima na etanoélise do 6leo de
mamona catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em Accurel EP
100. Condigoes: razdo molar 1:3 6leo (3 mmol):alcool (9 mmol), 30 mg de enzima
imobilizada, 45°C, 300 rpm, 24 h. Rea¢des em duplicata determinadas por cromatografia

gasosa.

No caso deste trabalho, ja era esperado que a a,, tivesse pouca influéncia no
rendimento da reagdo de transesterificagdo, pois estudos anteriores realizados por nosso grupo
mostraram que a producdo do oleato de etila calalisada pela lipase de B. cepacia LTEBI11
imobilizada em Accurel EP 100 sofreu pouca influéncia com a variagdo da a,, (controlada
tanto na enzima como no meio reacional). Este comportamento foi provavelmente devido a
alta hidrofobicidade (ou seja, baixa absor¢do de agua) do suporte empregado para a
imobilizacdo, constatada por andlises termogravimétricas na enzima imobilizada: para os
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valores de ay, de 0,12; 0,54 ¢ 0,96, a quantidade de agua absorvida pela enzima imobilizada

foi de 1,8; 2,4 ¢ 5,4 % respectivamente (Salum et al., 2008).

5.4.2.3.2. Efeito da Concentra¢do da Enzima

Os resultados mostraram que, em at¢ 8§ h de reacdo, a porcentagem de
transesterificagdo aumentou com o aumento da concentragdo da enzima, obtendo-se 90% de
conversdo em éster com a maior quantidade da enzima (150 mg, 400 U). Em 28 h, as
diferencgas entre os ensaios foram menores, com porcentagens de transesterificagdo variando

entre 94 a 98% para as concentragdes de enzima estudadas (Figura 40).
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Figura 40. Efeito da concentracdo enzimadtica na reagdo de etandlise do 6leo de mamona
catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia LTEBI11 imobilizada em Accurel EP 100.
Sendo: (A) 100, (e) 200, (1) 300, (o) 400 U totais. Condigdes: razao molar 1:3 o6leo(3
mmol):alcool (9 mmol), 45°C, 300 rpm. Reagdes em duplicata determinadas por
cromatografia gasosa.

Devido a dificuldades de homogeneizagdo do meio quando se utilizava a quantidade

maxima de enzima (150 mg), ndo foi possivel aumentar ainda mais a quantidade de enzima no
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meio reacional. Para as reagdes posteriores manteve-se a quantidade da enzima em 150 mg de

enzima (400 U).

5.4.2.3.3. Efeito da Razdo Molar (6leo:dlcool)

O estudo do efeito da razdo molar na etandlise do 6leo de mamona catalisada pela
lipase de B. cepacia imobilizada em Accurel EP 100 mostrou que a porcentagem de
transesterificagdo diminuiu com o aumento da razdo molar. Em 8 h de reacdo (Figura 41), o
rendimento de transesterificacdo diminuiu de 90 a 2% quando a razdo molar aumentou de 1:3

al:12.
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Figura 41. Efeito da razdo molar na reacdo de etandlise do 6leo de mamona catalisada pela
lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em Accurel EP 100. Sendo: 400 U totais
de enzima, 45°C, 300 rpm, 8 h. Reag¢des em duplicata determinadas por cromatografia gasosa.

Este resultado pode ser facilmente explicado pelo efeito desnaturante do aumento da

concentragdo do alcool no sitema. Além disso, a baixa razdo molar pode ser considerada

como uma vantagem na utilizagdo de enzimas como catalisadores, sob o ponto de vista
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econdémico, pois ndo ha desperdicio de reagentes. As reagdes seguintes foram continuadas

com razdo molar 6leo:alcool 1:3.

5.4.2.3.4. Efeito da Temperatura

A temperatura ¢ um parametro importante na catalise enzimatica. Altas temperaturas
podem aumentar a velocidade das rea¢des, mas também podem favorecer a desnaturagdo da
enzima (Nie et al., 2006).

O efeito da temperatura (30 e 45°C) na etandlise do 6leo de mamona estd mostrado
na Figura 42. A 30 °C, o rendimento da reag@o foi ligeiramente superior (conversdo em éster
de 96%) quando comparado a reacdo realizada a 45 °C (conversdo em éster de 90%). O
resultado desta etapa do trabalho pode ser considerado interessante sob o ponto de vista
econdmico, pois permite que a reacdo seja realizada em regides cuja temperatura ambiente se

mantenha proxima a 30 °C, sem a necessidade de aquecimento do sistema reacional durante o

dia.
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Figura 42. Efeito da temperatura na reacdo de etandlise do 6leo de mamona catalisada pela
lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em Accurel EP 100. Sendo: razdo molar
1:3 6leo(3 mmol):alcool (9 mmol), 400 U totais de enzima, 300 rpm, (m) 30 °C, () 45 °C.
Reagdes em duplicata determinadas por cromatografia gasosa.
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5.4.2.3.5. Adi¢do do Etanol em duas Etapas

Considerando a temperatura de 30 °C, estudou-se o efeito da adigdo do éalcool em
etapas, procedimento comumente relatado na literatura como uma forma de minimizar os
efeitos de desnaturagdo da enzima pelo alcool (Lu et al., 2007). Neste trabalho, comparou-se a
adicdo em uma e em duas etapas. No segundo caso, adicionou-se metade da quantidade (1,5
mmol ou 262,5 uL) no inicio da reag@o e a outra metade ap6és 4 h de reacdo. Os resultados
mostraram que a adi¢do em duas etapas levou a um menor rendimento (90% em 8 h e 91% em
24 h) na transesterifica¢do, quando comparada a reacdo realizada com a adi¢cdo do etanol em
apenas uma etapa (96% em 8 h e 98% em 24 h) (Figura 43). Este resultado ¢ importante, pois
torna-se atrativo do ponto de vista economico, visto que a adi¢do do alcool em somente uma

etapa ¢ mais simples.
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Figura 43. Efeito da adicdo do etanol em (m) uma e (®) duas etapas na reagdo de etanoélise do
6leo de mamona catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia LTEB11 imobilizada em
Accurel EP 100. Sendo: razdo molar 1:3 6leo (3 mmol):alcool (9 mmol), 400 U totais de
enzima, 300 rpm, 30 °C. Rea¢des em duplicata determinadas por cromatografia gasosa.

A partir destes resultados, levando-se em consideracdo aos parametros estudados, as
condicdes otimizadas (rendimento de 96% de transesterificagdo em 8 h de reacdo) para a
etandlise do 6leo de mamona foram: sistema sem controle da a,,, 150 mg de enzima (400 U),
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razdo molar 6leo:alcool 1:3 (3 mmol de 6leo ¢ 9 mmol de alcool), temperatura de 30 °C ¢

adicdo do etanol em uma etapa.

5.4.2.3.6. Discussdo dos Resultados Referentes ao Estudo de Transesterificacdo

Considerando os resultados de transesterificacdo deste trabalho e os encontrados na
literatura consultada, a comparagdo entre trabalhos deve ser feita com cautela, pois as
condicdes, bem como as enzimas imobilizadas ndo s@o as mesmas. Entretanto, algumas
comparagdes podem ser feitas.

A metanolise do 6leo de mamona foi realizada por Yang et al. (2005) que
empregaram a lipase de C. antartica (Novozym 435) sem adi¢do de co-solvente. A maior
conversao em éster foi de 97% (24 h), a 50 °C e utilizando razao molar dlcool:6leo (RM) 6. Ja
Oliveira et al. (2004) empregaram a Novozym 435 e a Lipozyme IM para catalisar a etandlise
do 6leo de mamona, também sem co-solvente, ¢ as maiores conversoes foram obtidas para a
Lipozyme IM (98%) a 65 °C, RM 3 e 20% de enzima (m/m, com relagdo ao 6leo). Quando se
utilizou a Novozym, obteve-se 81,4% de ésteres, a 65 °C, RM 10 ¢ 20% de enzima.

Com relagdo ao tipo de alcool usado na transesterificacdo, Tamalampudi et al.
(2008) estudaram diferentes alcoois (metanol, etanol, n-propanol e n-butanol) para a producao
de ésteres do biodiesel a partir do 6leo de pinhdo manso (Jatropha curcas), catalisada pelas
lipases de Candida antartica B imobilizada (Novozym 435) e Ryzophus oryzae (células
imobilizadas em poliuretano durante o cultivo). Os resultados mostraram que, para ambas as
enzimas, a produ¢do do biodiesel foi maior com a diminui¢do da cadeia do alcool. A atividade
de transesterificacdo (U= massa de biodiesel (g)/h/g de lipase) quando se usou metanol foi de
aproximadamente 1,5 U/g para a Novozym e 2,5 U/g para as células de R. oryzae. Quando se
usou n-butanol, a atividade diminuiu para 0,25 U/g para a Novozym e 1,2 U/g para R. oryzae.

Os autores alegaram que a baixa massa molar do metanol ¢ a sua alta polaridade facilitaram a
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difusdo e o acesso ao sitio catalitico da enzima, resultando em maiores atividades. Vale
ressaltar que o tempo de reacdo empregado pelos autores (1 h de reacdo) pode ndo ter sido
suficiente para a analise da estabilidade das enzimas em alcoois de diferentes cadeias, que
tende a ser menor com o aumento da polaridade do alcool. Esta observacdo foi fundamentada
no estudo de outros pardmetros como a razao molar alcool:acido (RM) e a maior atividade foi
obtida quando a RM foi 1. Além disso, a maxima conversdo em ésteres metilicos foi de 80%
para R. oryzae (60 h) e 76% para a Novozym (90 h).

Em se tratando da atividade de 4gua (ay), cada enzima possui um a,, 6timo e isto
depende do quanto de agua a enzima, caso ela esteja na forma livre, ou o conjunto
enzima/suporte ¢ capaz de absorver. A capacidade de absor¢do por sua vez, depende da
composi¢do em aminoacidos da enzima e da composi¢do do suporte (hidrofoébico ou
hidrofilico) onde o biocatalisador foi imobilizado. Em geral, o perfil dos resultados, quando se
estuda a influéncia da a,, segue o modelo de curvas em forma de sino, isto €, para baixas
atividades de 4gua, a enzima contém poucas moléculas de agua ligadas ou possui baixa
solvatagdo e a eficiéncia catalitica diminui devido a inibigdo ou desnaturagdo da enzima pelos
solventes organicos do meio reacional. Para altos valores de a,, as conversdes em
porcentagem do produto diminuem, o que pode ser atribuido ao favorecimento da reagdo de
hidrolise em reacdes onde ocorre transferéncia de grupos acila (Rahman et al., 2008;
Villeneuve, 2007).

Quando se estuda a influéncia da concentragdo da enzima no meio reacional, a
comparacdo deve ser feita em termos da atividade da enzima. Entretanto, a maioria dos
resultados reportados na literatura, quando se emprega lipases imobilizadas ou livres, indica
somente a massa de enzima adicionada no meio reacional, o que dificulta a compara¢do dos
resultados. Ainda assim, se levarmos em consideracdo quantidades de enzima, a maioria dos

trabalhos reporta a utilizagdo de 5 a 20% (m/m) (Lu et al., 2007; Shah ¢ Gupta, 2007;
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Noureddini et al., 2005). Neste presente trabalho empregou-se somente 4,5% (m/m) de
enzima (3 g de 6leo e 150 mg de enzima). Entretanto, se a comparagao for feita em termos de
tempo e percentagem de producao de éster, a producdo de 96% de ésteres etilicos em 8 h pode
ser considerada muito boa, levando-se em conta que a lipase utilizada no presente trabalho
ndo ¢ uma enzima comercial e que sua atividade nao foi otimizada ou aumentada por técnicas
de biologia molecular, como ¢ o caso da maioria das enzimas comerciais.

Com relagdo ao estudo do efeito da razdo molar alcool:acido, a literatura relata que,
mesmo na propor¢do 1:3, metade da quantidade do metanol, por exemplo, ¢ imiscivel em
6leos vegetais e que esta parte insoliivel na mistura reacional inativa lipases, provavelmente
pela existéncia de interface. Além disso, materiais porosos usados para a imobilizagdo de
enzimas, como por exemplo, resinas ou polimeros como polipropileno, que € o caso do
Accurel utilizado neste trabalho, podem absorver compostos polares como o etanol. Com o
aumento da razdao molar, a concentracdo do alcool insolivel no meio reacional também ira
aumentar possibilitando que e o suporte absorva maior quantidade de alcool, assim a difusdo
do o6leo vegetal acaba sendo reduzida ou bloqueada e consequentemente a catalise enzimatica
diminui (Tamalampudi et al, 2008).

Para as reagdes que utilizam catalisadores quimicos, o aumento da concentracdo de
um dos reagentes tende a deslocar o equilibrio quimico no sentido da produgdo de ésteres,
aumentando o rendimento do produto. Quando se utiliza enzimas como catalisadores, o
resultado normalmente € o inverso, isto €, o aumento da concentracdo de um reagente polar
como o alcool, no meio reacional, pode contribuir para a desnaturacdo ou inibicdo da enzima
e, consequentemente, diminuir o rendimento do produto (Ranganathan et al., 2008).

Muitos pesquisadores reportam o efeito da temperatura nas reagdes de
transesterificagdo ou esterificagdo. Noureddini et al. (2005), por exemplo, estudaram o efeito

da temperatura (25 a 60°C) na producdo do biodiesel do dleo de soja empregando a lipase de
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B. cepacia (Amano, Nagoya-Japao) e a melhor temperatura, tanto para a metanolise como
para a etanolise, foi de 35 °C. Acima desta temperatura observou-se uma diminui¢do da
producdo do éster e um aumento da produgdo de acido carboxilico, ou seja, altas temperaturas
tendem a favorecer as reagdes de hidrdlise. Salis et al. (2005) empregaram a lipase de P.
cepacia (Amano, imobilizada) na transesterificacdo da trioleina com #n-butanol em
temperaturas de 20 a 70 °C. As maiores conversdes (proximas a 100%, 6h) foram obtidas
entre 30 e 40 °C.

Para a produgdo de ésteres via esterificagdo, estudos do efeito da temperatura
também sdo reportados. Serri ¢ Kamaruddin (2006) variaram a temperatura de 30 a 55°C na
producdo do laurato de citronelila em isooctano catalisada pela lipase de C. rugosa (Sigma)
imobilizada em Amberlite MB-1 (suporte hidrofobico). Os resultados apresentaram o perfil
em forma de sino, sendo a maior conversao (90%, 24 h) obtida a 37 °C. Sebrio et al. (2007)
verificaram que as maiores conversdes na sintese do oleato de n-pentila catalisada pelas
lipases de Pseudomonas sp., T. lanuginosus ¢ R. oryzae imobilizadas em filme de caseinato de
sodio/glicerol foram entre 30 e 35 °C (66, 45 e 41%, respectivamente em 24 h).

Pelos resultados encontrados em literatura e considerando reagdes de transferéncia
de grupos acila em meios ndo-aquosos, os estudos dos parametros que influenciam nas
reagoOes catalisadas por lipases, dependem especialmente da origem da enzima, do tipo de
imobilizacdo e do tipo do suporte empregado bem como da quantidade de agua e natureza dos

substratos.
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6. CONCLUSOES

As conclusdes deste trabalho, que estudou a imobilizacdo ¢ o desenvolvimento de

aplicagOes da lipase de Burkholderia cepacia LTEB11, foram as seguintes:

1* Parte: Producao e Purificacio da Enzima

Analises de microscopia de forca atdmica (MFA) sugerem que extrato lipolitico ¢ ativado
em presenca de isopropanol, provavelmente devido ao rompimento dos agregados de alta

massa molar formado pela lipase de B. cepacia LTEB11.

O extrato delipidado e adicionado de 30% de isopropanol foi purificado por cromatografia
de interacdo hidrofobica e apresentou trés bandas de proteina, confirmando resultados

anteriores para esta lipase.

2? Parte: Estudos de Imobilizacao

A retencdo da atividade do preparado enzimatico imobilizado foi maior quando ndo se
adicionou isopropanol durante o processo de imobilizagdo; por isso, o procedimento
selecionado para imobilizar a lipase em Accurel EP 100 ou em qualquer outro suporte foi

com a solucdo enzimatica sem a adi¢@o de isopropanol.

O melhor suporte, considerando a eficiéncia de imobilizacdo (saturacdo do suporte) e a

retengdo da atividade (atividade apds imobilizag¢do), foi o polipropileno Accurel EP 100.

A lipase de B. cepacia LTEBI11 imobilizada em Accurel EP100 apresentou retencdo da

atividade de 193% em meio organico.
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Desenvolveu-se um novo método de imobilizagdo para lipases. Trata-se do método aqui
denominado “Simultanea Produ¢do e Imobilizacdo de Lipases, SPIL”. O método consiste
em adicionar o suporte diretamente ao meio de cultura durante o cultivo para producdo de
lipases. O método se mostrou muito eficiente, pois a enzima imobilizada em Accurel EP
100 por SPIL apresentou eficiéncia catalitica superior a imobilizacdo por adsor¢do
convencional. O método SPIL reduz o custo para a producdo da enzima imobilizada, pois
ha redu¢do no nimero de etapas de preparacdo do extrato bruto, necessarias quando se

utiliza a metodologia convencional de imobilizacao.

3* Parte: Estudos de Utilizacao da Enzima em Biocatalise em Solventes Organicos

A enzima livre foi sempre mais estavel em solventes organicos que a imobilizada,
apresentando ativacdo de aproximadamente 40% em n-heptano (37 e 50 °C), quando
incubada por 3 h. Para a enzima imobilizada, a maior estabilidade foi observada em n-

heptano, com manuten¢do da atividade total apos 3 h de incubagéo.

Nas reagdes de producdo do oleato de etila, a catélise foi mais eficiente (em rendimento e
tempo) para o sistema contendo n-heptano e enzima imobilizada em Accurel EP 100 por

SPIL quando comparado ao sistema sem este co-solvente.

Os ensaios de regiosseletividade mostraram que a lipase de B. cepacia LTEBI1

imobilizada em Accurel ndo ¢ regioespecifica.

Nos estudos de tiposseletividade da enzima imobilizada, onde a variavel nas reagdes de
interesterificacdo, foi o tamanho das cadeias (triacilglicerdis contendo 4 a 18 carbonos),
concluiu-se que a lipase de B. cepacia LTEB11 tem preferéncia pela reagdo contendo

tributirina (cadeias menores). Em se tratando das cadeias com diferencas nas insaturagdes
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(triacilglicerdis contendo 18 carbonos e 0 a 3 insaturagdes), foi observado um perfil em
forma de sino, isto é, aumento da atividade especifica para cadeias com até duas

insaturagdes e diminuicdo da atividade especifica para a cadeia com trés insaturagdes.

e Para as reagOes de transesterificacdo do 6leo de mamona, dois alcoois foram usados:
metanol e etanol, sendo as porcentagens em conversdes de ésteres muito semelhantes para
os dois casos. Apos os estudos de otimizagdo da etandlise do 6leo de mamona obteve-se
96% de produgao de ésteres etilicos em 8 h de reagdo para um sistema sem controle da ay,
com 150 mg de enzima (400 U), razdo molar 6leo:alcool 1:3 (3 mmol de 6leo e 9 mmol de

alcool), temperatura de 30 °C e adicao do etanol em uma etapa.

Os resultados apresentados neste trabalho s3o originais em dois aspectos
fundamentais: primeiramente, na proposta de uma nova metodologia de imobilizagdo para
lipases - Simultanea Producdo e Imobilizacdo de Lipases, SPIL, que trouxe vantagens
relativas a maior atividade enzimatica e ao custo (pela redugdo de etapas), quando comparada
a enzima imobilizada pelo processo convencional, que envolve a produgdo, preparacdo do
extrato lipolitico e posterior imobilizagdo. Em segundo lugar, a lipase da cepa nativa de B.
cepacia mostrou-se ativa ¢ estdvel em solventes organicos, catalisando reagdes de
interesterificagdo, esterificagdo e transesterificacdo, abrindo novas perspectivas para a
utilizagdo desta lipase em outras reagdes de interesse da biocatalise. Dentre estas perspectivas
estdo a sintese de ésteres metilicos e etilicos do biodiesel, uma aplicacdo tecnologica de

interesse estratégico ao Pais.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este ¢ um trabalho inovador, que produziu resultados relativos a imobilizagdo e as
aplicacdes da lipase de B. cepacia LTEB11 em biocatélise, abrindo novas perspectivas de
utilizagdo desta enzima em processos biocataliticos. Sugere-se, como perspectivas futuras os

seguintes topicos:

e Estudos de reutilizacdo da lipase de B. cepacia LTEB 11 imobilizada em Accurel em
reacdes de transesterificagdo para a producdo de ésteres oriundos do 6leo de mamona.

e Utilizacdo da lipase imobilizada em reator de leito fixo e para tal o estudo dos
seguintes parametros sdo importantes: a) custo do catalisador frente ao custo total do
processo; b) estabilidade da enzima ao longo do processo; ¢) controle da temperatura e d)
estudo da concentracdo dos substratos a fim de permitir operar em concentragdes nao
inibitorias.

e Estudo de métodos alternativos de andlise instrumental, tais como Infravermelho,
CLAE, RMN-'H e TLC-FID para a elucidagdo estrutural dos ésteres produzidos
(ésteres do biodiesel).

e Producdo de outros ésteres de interesse comercial como por exemplo emulsificantes
(ésteres de aclcares) e antioxidantes oriundos da modificagdo do acido ascorbico
(vitamina C) ou de flavonoéides diversos, ésteres de aromas, entre outros.

e Aplicagdo da técnica SPIL usando outros suportes ou outros microrganismos

produtores de enzimas extracelulares com potencial catalitico.
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