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RESUMO

A aplicacdo de enzimas em atividades industriais vem crescendo dia a dia, tornando-se indispensavel para processos
como tratamentos continuos, controle automatizado, melhoria dos rendimentos por unidade de enzima, obtencdo de
derivados mais puros e diminuigdo de necessidades energéticas, entre outras. Como a utilizacdo de enzimas nativas
apresenta limitac@es, por exemplo, o alto custo, pode-se optar pela imobilizacdo de biocatalisadores a fim de minimizar
tais limitagGes, proporcionando altos rendimentos industriais. Dentre os suportes utilizados na imobilizacdo, destacam-
se polimeros naturais de baixo custo e de féacil obtencdo, como a quitosana, usada no preparo de particulas para
diferentes propdsitos, o que permite, dentre outras vantagens, incrementarem as cinéticas de adsor¢éo e promover maior
facilidade de manuseio e operagéo. Neste trabalho foram testadas diferentes concentragfes de quitosana, sendo as micro
e/ou nanoparticulas analisadas morfologicamente por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Além disso, foram
realizadas a caracterizagéo fisico-quimica e a determinacéo da atividade da enzima livre e imobilizada. A tecnologia de
imobilizacdo de lipases em particulas de quitosana tem sido alvo de muitas investigacfes visando aperfeicoar a
obtencdo de produtos de interesse biotecnoldgico, abrindo novas perspectivas de mercado.

Palavras-chaves: Imobilizagdo. Microparticulas. Quitosana. Lipase. Hidrdlise.

ABSTRACT

The application of enzymes in industrial activities is growing up day by day, making it essential for processes such as
continuous treatments, automated control, and improvement of the productivity per unit of enzyme, obtaining
derivatives that are more pure and reduction of the energy needs, among others. Because the use of native enzymes has
limitations, for example, the high cost, one can opt for immobilizing these biocatalysts to minimize this particular
limitation, providing high industrial yields. Among the supports used in immobilization, it stands out the inexpensive
natural polymers and easy to obtain, as the chitosan used in the preparation of particles for different purposes, allowing,
among other advantages , the scaling up of the kinetics for adsorption and promoting easier handling and operation. In
this work, it was tested different concentrations of chitosan, and the micro and / or nanoparticles were analyzed
morphologically by scanning electron microscopy (SEM). In addition, there were the physical and chemical
characterization and the determination of the activity of free and immobilized enzyme. The lipases immobilization
technology in chitosan particles has been the subject of many investigations aiming to improve the production of
products of biotechnological interest, opening up new market prospects.

Keywords: Immobilization. Microparticles. Chitosan. Lipase. Hydrolysis.
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Introducéo

A utilizagdo de enzimas como

catalisador evoluiu expressivamente nos
altimos anos. Isso é uma decorréncia direta do
desafio imposto a ndés de termos uma
sociedade moderna baseada na combinacdo
do desenvolvimento econdmico e a
preservacdo do meio ambiente. Caracteristicas
tais como: alta eficiéncia catalitica, alto grau
de especificidade e a capacidade de acelerar
reacGes quimicas especificas sem a formacéo
de subprodutos indesejaveis sdo aspectos que
contribuem para o emprego acelerado destes
biocatalisadores em todos os campos da
industria (SILVA, 2014).

Mais de 4000 enzimas sdo conhecidas
200

comercialmente, sendo a grande maioria de

e aproximadamente sdo utilizadas
origem microbiana. Pelo menos 75% de todas
as enzimas industrializadas sdo hidrolases e
destas, 90% s&o produzidas por micro-

organismos através de processos

fermentativos. Depois das proteases e
carboidrases, as lipases vém conquistando um
espaco crescente no mercado de enzimas,
devido a sua vasta aplicacdo industrial e
constituem o terceiro maior grupo em vendas
no mundo (SHARMA; CHISTI; BANERJEE,
2001; AGNOL, 2013). O potencial de uso
industrial das lipases € destacado pela
versatilidade em processos hidroliticos e de

sintese (GHANDI, 1997). Além disso, as
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lipases possuem especificidade comprovada,
fornecendo produtos que ndo poderiam ser
obtidos por processos quimicos
convencionais. Esta habilidade catalitica tem
sido aplicada na modificacdo de Oleos e
gorduras, sintese de compostos organicos,
suplementos de detergentes, procedimentos
analiticos, tratamento de residuos ricos em
gordura, entre outras (SAXENA et al., 1999).

Idealmente sistemas catalisados por
lipases devem ser tratados caso a caso e
generalizacbes devem ser praticadas com
cautela. Os maiores obstaculos na competicéo
deste processo com a pratica corrente da
sintese quimica sdo: o alto custo dos
biocatalisadores e sua baixa estabilidade
térmica. Uma maneira de superar tais
limitacOes € proteger a configuracdo nativa da
enzima por meio de sua insolubilizagdo em
suportes solidos. A imobilizacdo da enzima
tem um efeito benéfico na sua estabilidade,
em funcdo das interacGes fisicas e quimicas
entre o suporte e as moléculas da enzima. A
imobilizacdo, também auxilia na dispersdo
homogénea da enzima no meio, 0 que é
essencial, para a conducdo de
enziméticas (GOMES et al., 2006).

O objetivo do presente trabalho foi

reacoes

imobilizar a lipase comercial (extraida do
pancreas de porco) em microparticulas de
quitosana, utilizando glutaraldeido como
agente ativador, visando obter uma maior

razdo de imobilizacdo da enzima.
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Procedimentos experimentais

Reagentes

Foi

origem pancreética, adquirida comercialmente

utilizada lipase comercial, de

da Sigma Aldrich. Como material de partida
foi utilizado o azeite de oliva (substrato
padrdo). Demais reagentes como solventes
(&cido acético, acetona, alcool etilico); sais
dibasico de fosfato

(fosfato potéssio,

monobéasico de potassio); emulsificantes
(goma arébica); bases (hidroxido de potassio
e hidroxido de sddio) foram adquiridas de

marcas comerciais.

Preparacao das microparticulas de quitosana

Quitosana (2,5%) foi dissolvida em &cido
acético a 5,0%, de acordo com KIMURA et al.
(1999) e entdo, gotejada em uma solucdo basica
de hidréxido de sédio 1M. Apbés 5 minutos, a
solucdo foi filtrada a vacuo e em seguida
removida do papel de filtro. Para cada grama de
suporte foi adicionado 1,5 mL de glutaraldeido e
deixado em repouso por 24h. Apds este periodo,
as microparticulas estavam prontas para adsorcéo

enzimatica.

Preparacdo da adsorcdo enzimatica ao

suporte

Foi preparada uma solugdo enzimaética

de 20 mg.mL™ e colocada em contato com o
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suporte preparado anteriormente. Apdés o
periodo de 24h, a solugdo foi filtrada a vacuo.
A parte solida (derivado imobilizado) foi
utilizada nos experimentos de imobilizacdo e
o filtrado utilizado para dosagem de proteinas
(BRADFORD, 1976).
Ativacao do suporte

O suporte foi embebido em solucdo de
agente de ativacdo (glutaraldeido) 2,5% (v/v)
em tampéo fosfato de sddio 0,1 M (pH 7,0),
na proporgdo massa de suporte: volume de
solucdo de 1:10, sendo esta mistura mantida
sob agitacdo por 1h a temperatura ambiente.
Apo6s este periodo, o suporte foi lavado
exaustivamente com &gua destilada e em
seguida levado a estufa (60°C) por 24h.
Caracterizacdo das nanoparticulas e/ou

microparticulas

Analise morfoldgica através de microscopia
eletronica de varredura

A andlise morfoldgica (superficie e
forma) das nano efou microparticulas foi
realizada através de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) (Jeol Scanning Microscope,
JSM-5800). As nano ou microparticulas
foram previamente metalizadas com ouro
(Jeol Jee 4B SVG-IN).
Determinacdo da atividade hidrolitica em
funcdo do tempo

A determinacdo da atividade da
enzima livre e da enzima imobilizada foi

realizada por titulacdo conforme SOARES et.
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al., 1999. A solucdo enzimatica foi acrescido
0 substrato em forma de emulsdo e o tampéo
fosfato de s6dio 0,1 M (pH 7,0). Tal substrato
foi obtido através da emulsdo de azeite de
oliva com solucdo de goma arabica a 7%
(m.v'Y). A solugdo foi mantida sob agitacdo &
37°C durante 5 minutos. A determinacgdo da
atividade enzimaética foi realizada atravées
da titulagho com KOH 0,02 M. A fim de
cessar a reacdo catalisada pela enzima, foi
adicionada uma solucdo de 4alcool/acetona
(1:1). A partir dos volumes de base gastos na
titulacéo, foi calculada a atividade enzimatica,
em pmol.min".mg™ de acordo com a seguinte
formula:
(Vy — Vg).M.1.10°
t.m

=

Onde: U = Atividade enzimatica; Va = Média
dos volumes de titulagdo para frascos com
solucdo enzimatica; Vg = Média dos volumes
de titulacdo para frascos com o branco; M =
Molaridade ; t = tempo em minutos da
reacdo enzimética; m = massa da enzima ndo

pura em miligramas.

Caracterizacao fisico-quimica da lipase

A influéncia do pH e temperatura nas
atividades de ambas as enzimas, livre e
imobilizada, foram estudadas utilizando-se a
reacdo de hidrolise na faixa de pH entre 5 a 8,
e nas temperaturas de 30 a 60°C. O efeito da
temperatura na estabilidade da lipase livre e

imobilizada foi determinado por meio da
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incubacdo das enzimas a 37 e 50°C em
tampdo fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,0)
durante 120 minutos. Em intervalos de 30
minutos, foram retiradas as amostras as quais
foram imediatamente resfriadas em banho de
gelo para interromper a reagéo de inativacao.
Em seguida, a atividade residual foi
determinada a 37°C, pela adi¢do de 5,0 mL de
emulsdo de azeite de oliva. As constantes de
desativacdo (Kd, h™) e o tempo de meia-vida
foram calculadas, analisando-se a atividade
enzimatica inicial e a atividade residual apos
tratamento térmico durante um certo periodo
de incubacéo (t), de acordo com a equag0es 1

e2.

In A=In Ao —Kd *t] (1

Onde: A, = atividade enzimaética inicial; A =
atividade residual apds tratamento térmico

durante certo periodo de incubacéo (t).

tp= 0,693/Ky (2)

Resultados e Discussao

Principais acidos graxos componentes dos
oleos
Nas Tabelas 1 a 5 estdo descritos os

principais acidos graxos componentes de cada
6leo utilizado neste estudo e abaixo o célculo
da massa molar a ser utilizada para determinar
a razdo molar da reagéo.
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Tabela 1 - Composicdo em acidos graxos do 6leo de

Tabela 5 - Composicdo em acidos graxos do 6leo de

algodéo. café.
Ac. Graxo % Massa MM Ac. Graxo | % (m/m) Massa MM
(m/m) Molar parcial Molar parcial

Cy4:0 (miristico) 1,0 228,37 228,37 Cis0 10,90 256,42 2794,98
Ci6:0 (palmitico) 25,0 256,42 6410,5 (palmitico)

Cig: (estedrico) 2,8 284,47 796,516 Cyg:1 (0léico) 26,23 282,46 7408,93
Cyg:1 (0léico) 17,1 282,46 4830,066 Cis2 51,00 280,44 14302,44
Cig:2 (linoléico) 52,7 280,44 14779,186 (linoléico)

MMac= Y (%ix Mmi)/ Y %i) = 27044,636/98,6 = Ciss 6,56 278,42 1826,44
274,29 g/mol (linolénico)

MMgjeo = 3(MMpc ) + 38 = 860,86 g/mol

Tabela 2 - Composicdo em &cidos graxos do 6leo de

canola.
Ac. Graxo % Massa MM

(m/m) Molar parcial

C16:0 (palmitico) 3,75 256,42 961,58

Cig. (estedrico) 1,87 284,47 531,96
Cyg.1 (0léico) 62,41 282,46 17628,33
Cig:» (linoléico) 20,12 280,44 5642,45
Cig:3 (linolénico) 8,37 278,42 2330,38

Cyo.1 (eicosendico) | 1,54 310,52 478,20

MMac =3 (%; x Mmi)/ 3 %i) = 27572,5/98,06 =

281,18 g/mol
MMygjeo = 3(MMAQ) + 38 = 881,55 g/mol

Tabela 3 - Composicdo em acidos graxos do 6leo de

girassol.
Ac. Graxo % Massa MM
(m/m) Molar parcial
Ci6:0 (palmitico) 5,70 256,42 1461,59
Cig. (estearico) 4,79 284,47 1362,61
Cig:1 (0léico) 15,26 282,46 4310,34
Cig:2 (linoléico) 71,17 280,44 19958,91
C,2. (behénico) 1,16 340,59 395,08

MMac= Y (%; x Mmi)/ ¥ %i) = 27488,53/98,06 =

280,32 g/mol
MMegjeo = 3(MMAQ) + 38 = 878,96 g/mol

Tabela 4 - Composicdo em &cidos graxos do 6leo de

soja.
Ac. Graxo % Massa MM
(m/m) Molar parcial
C16:0 (palmitico) 10,82 256,42 277447
Cig:1 (0léico) 24,18 282,46 6829,88
Cig (linoléico) 52,72 280,44 14784,80
Cig:3 (linolénico) 6,56 278,42 1826,44

MMac= 3 (%ix Mmi)/ Y %i) = 26215,59/94,28 =

278,06 g/mol
MMygjeo = 3(MMAQ) +38=2872,18 g/mol
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MMac = 3 (%; x Mmi)/ 3 %i) = 26332,79/94,69 =

278,09 g/mol

MMgjeo = 3(MMpc) + 38 = 872,28 g/mol

Viscosidade e densidade dos 6leos

A Tabela 6 mostra os resultados das

andlises de densidade, viscosidade (cP) e

viscosidade cinematica (cSt) dos Oleos e

ésteres etilicos produzidos.

Tabela 6 - Propriedades dos 6leos e do biodiesel

obtido.
Amostra | Densidade | Viscosidade | Viscosidade
(g/mL) (cP) Cinematica
(cSt)
Soja (6leo) 0,91 32,47 35,68
Girassol 0,91 29,10 31,98
(6leo)
Canola 0,90 33,60 37,33
(6leo)
Algodéo 0,91 30,25 33,24
(6leo)
Café (6leo) 0,91 32,98 36,24
Soja - 4,40 4,83
(biodiesel)
Girassol - 3,52 3,87
(biodiesel)
Canola - 3,59 3,99
(biodiesel)
Algodéo - 3,89 4,27
(biodiesel)
Café - 4,70 5,13
(biodiesel)
Os resultados evidenciam uma

conversdo eficiente dos triglicérideos para

ésteres etilicos, pois 0s mesmos passaram a
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ter um valor de viscosidade cinematica que se

enquadra em um intervalo ideal para
utilizacdo do biodiesel, entre 3,5 e 55

centiStokes.

Teor de umidade e atividade hidrolitica do
imobilizado enzimético
A umidade do

devidamente avaliada em aparelho especifico,

preparado  foi

atingindo 10,53% de umidade em relagéo a
massa total do imobilizado, um valor dentro
do que se esperava para que as enzimas
trabalhassem bem na conversdo e a reacao
ocorresse bem. A Tabela 7 mostra os
resultados da andlise de atividade hidrolitica,
em unidades de atividade por grama (U/g), da
enzima AK de Pseudémonas fluorescens

imobilizada em suporte POS-PVA.

Tabela 7 - Atividade hidrolitica do imobilizado
enzimatico.
Massa Umida (g)
Amostra 1 Amostra2 | Amostra3 | Média
1868,44 1963,10 1960,43 | 1930,65
Massa Seca (g)
1671,70 1756,38 1671,70 | 1756,38

A atividade da massa seca foi
calculada descontando-se o teor de umidade
das amostras. Os valores de atividade

hidrolitica  alcangado  pelas  enzimas
imobilizadas foram bastante satisfatorios,
considerando que ao ser imobilizado uma

parcela das enzimas fica inserida no suporte,
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diminuindo sua superficie de contato com o

substrato e consequentemente sua atividade.

Andlise cromatografica dos produtos obtidos

A andlise de cromatografia gasosa das
amostras de biodiesel obtidas foi realizada pra
determinar a conversdo de cada &cido graxo
presente nos Gleos, de forma que foi possivel
acompanhar a reacdo ao longo do tempo,
como mostrado na Figura 1, para cada um dos
6leos estudados.

120

8O
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=

Figura 1 - Rendimento da conversdo dos 6leos em

biodiesel ao longo do tempo.

O rendimento avaliado aos tempos de
48 e 72h foi omitido, pois foi observado que
aos tempos de 12 e 24h o rendimento ja havia
atingido 100% de conversdo dos 6leos em
biodiesel.

Pbde-se observar um tempo e
rendimento de conversdo bastante satisfatorio
por se tratar de uma reacdo enzimatica,
destacando-se o d6leo de canola que
apresentou maior rendimento ao tempo de 6
horas. O 6leo de café, apesar de ndo ter se

destacado na primeira medicdo, também
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apresentou rendimento de 100% ao final de
12 horas, provando ser uma matéria prima
interessante para a produgéo de biodiesel no

Brasil.

CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos neste
estudo, podemos afirmar que a via enzimatica
estd muito proxima da eficiéncia da via
quimica para converter Oleos vegetais em
Além

observadas em um processo de catalise

biodiesel. disso, as vantagens
enzimatica sdo muito superiores, tendo maior
facilidade na separacdo do catalisador e dos
subprodutos, maior aproveitamento dos 6leos,
pois as enzimas sdo mais especificas que os
catalisadores quimicos, e futuramente, espera-
se que 0 custo deste processo se torne menor
das enzimas

com O reaproveitamento

imobilizadas em diversas bateladas ou
processo continuo.

Outro ponto interessante a se observar
neste estudo é que a diversidade de Oleos
vegetais que podem ser utilizados na
producdo de biodiesel é bastante eficiente,
utilizando-se 0 mesmo é&lcool e o mesmo
catalisador enzimatico, mostrando que uma
producdo em maior escala ndo ficaria
necessariamente dependente de apenas uma

espécie oleaginosa.
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