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FONTANA, Mariana. Imobilizacdo de lipase em diferentes suportes visando o
uso em biocatélise. 2017. 62 p. Dissertacdo (Mestrado em Bioenergia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Com o intuito de tornar o uso de lipases atrativo economicamente, a imobilizacéo
enzimatica € uma opc¢ao, pois possibilita a recuperacéo e a reutilizagdo da enzima.
O método mais utilizado é a adsorcdo por ser de baixo custo, simples e de facil
manipulagcdo. O uso de residuos e produtos reciclados como suporte para
imobilizacdo da enzima € outra forma de reduzir o custo desta, e assim, do produto
final. O presente trabalho tem como objetivo purificar parcialmente as lipases
produzidas por fermentacdo submersa utilizando torta de seja como fonte de
nutrientes para o fungo Botryosphaeria ribis EC-01 e imobiliza-las utilizando
planejamentos fatoriais comparando a atividade enzimatica nos suportes: carvao de
eucalipto ativado, carvdo de peroba ativado, poliamida reciclada sem e com
particulas magnéticas. A precipitacdo da enzima utilizando sulfato de aménio na
concentracdo de 20% (m/v) aumentou a atividade especifica de para 215 U mg*. O
suporte com melhor resultado de imobilizacao foi a poliamida reciclada com volume
de poros de 3,33 cm3g? e raio médio de 1,7 nm, para a poliamida reciclada com
particulas magnéticas também com altos resultados, as diferencas nas
caracteristicas fisico-quimicas dos suportes influenciaram na adsorcao da lipase dos
suportes, tendo em vista a variagcdo na atividade e atividade especifica das enzimas
imobilizada. As melhores condi¢des de imobilizacdo de lipase utilizando a PR como
suporte foi 90 minutos e 32 °C, onde a atividade enzimatica maxima foi alcancada
(760 U g* suporte) € também maior retencéo (95,4 %). Ja a imobilizacdo com PRPM,
0S experimentos nos pontos centrais (195 min e 25 °C) do planejamento
corresponderam as maiores atividades enzimaticas e retencdo da atividade, sendo
os maiores valores alcancados de 360 U g " suporte € 41,3 %, respectivamente. Esses
resultados demonstraram que estes suportes Sao promissores e que 0S
biocatalisadores produzidos possuem grande potencial para serem aplicados em
reacoes de biocatalise, tendo em vista a elevada atividade enzimatica relatada, além
disso, trata-se de residuos e materiais reciclaveis.

Palavras-chave: Fermentacdo submersa.Torta de soja. Adsorcédo. Planejamentos
fatoriais



FONTANA, Mariana. Immobilization of lipase in different supports for
biocatalysis. 2017. 62 p. Dissertation (Master's Degree in Bioenergy) -—
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

In order to make the use of lipases economically attractive, enzymatic immobilization
IS an option, since it allows recovery and reuse of the enzyme. The most commonly
used method is low cost, simple adsorption and easy manipulation. The use of waste
and recycled products as a support for immobilization of the enzyme is another way
to reduce the cost of this, and thus, the final product. The present work aims to
partially purify the lipases produced by the fungus Botryosphaeria ribis EC-01 and to
immobilize them using factorial schemes comparing the enzymatic activity in the
substrates: activated eucalyptus charcoal, activated peroba charcoal, recycled
polyamide without and with magnetic particles. The enzyme precipitation using 20%
(w/v) ammonium sulfate increased the specific activity of 32.0 U mg? in the crude
extract to 215 U mg™. The support with the best immobilization result was recycled
polyamide with a pore volume of 3.33 cm3g?! and a mean radius of 1.7 nm, for
polyamide recycled with magnetic particles also with high results of enzymatic
activity, 9, 46 cm3g! and mean radius of 8.2 nm, the differences in the physical-
chemical characteristics of the substrates influenced the adsorption of the lipase from
the supports, due to the variation in the activity and specific activity of the
immobilized enzymes. With the results obtained in the factorial 22 with axial points for
immobilization of lipases, it was possible to observe that temperatures in the range of
29 °C for CEA and for CPA 41 and 49 °C did not show a positive influence on the
immobilization in the carbons. The immobilization using CEA as support obtained
maximum activity of 296 U g support when enzyme concentration and temperature
were 138% (v/v) and 21 ° C, respectively. Under these conditions, the immobilization
efficiency was 97.7% and the retention of activity was 22%. On the other hand, the
immobilization in CPA, the maximum activity achieved was 58 U g support, with
enzyme concentration and temperature of 138% (v/v) and 45 ° C, respectively. The
best lipase immobilization conditions using PR as support were 90 minutes and 32 °
C, where maximum enzymatic activity was achieved (760 Ug™ support) and also
higher retention (95.4%). The immobilization with PRPM, the experiments at the
central points (195 min and 25 °C) of the planning corresponded to the greater
enzymatic activities and retention of the activity, with the highest values being 360 U
g ! support and 41.3%, respectively. These results showed that these supports are
promising and that the biocatalysts produced have great potential to be applied in
biocatalysis reactions, due to the high enzymatic activity reported, in addition, they
are waste and recyclable materials.

Keywords: Submerged fermentation. Soybean cake. Adsorption. Factorial Planning
Adsorption. Immobilization.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de enzimas como catalisadores em processos industriais € uma
alternativa aos catalisadores quimicos. Dentre as vantagens pode-se destacar
seletividade pelo substrato, processos industriais ocorrerem em condigcbes mais
brandas de pressdo e temperaturas, e ainda, a ndo geracdo de subprodutos
poluentes.

A capacidade de catalisar reagfes tanto em meio aquoso como em meio
organico fazem as lipases serem as principais enzimas utilizadas em processos de
biocatalise. Atualmente, a utilizacdo de lipases nesses processos € limitada devido
ao custo destas enzimas.

O uso de micro-organismos como fonte de lipases € atrativo por sua relativa
facilidade de producéo e devido a maioria desses possuir enzimas extracelulares,
exigindo mecanismos mais simples de extracdo, isolamento e purificacdo. Utilizar
coprodutos, como a torta de soja, como fonte de nutrientes para o crescimento
desses micro-organismos € uma alternativa para reducdo do custo de producéo
dessas enzimas. O fungo Botryosphaeria ribis EC-01, foi previamente selecionado
como bom produtor de lipases quando cultivado em torta de soja e glicerol por
fermentacao submersa (MESSIAS, 2008).

Outra estratégia importante para tornar lipases atrativas economicamente é a
imobilizacdo enzimética, que possibilita a recuperacdo e a reutilizacdo. A
imobilizacédo por adsorcdo é um método simples, de baixo custo e muito empregado.
O aproveitamento de residuos e produtos reciclados como suporte para imobilizacédo
da enzima é também outra forma de tornar o processo economicamente viavel.

Técnicas como planejamento fatorial e analise de superficie de resposta tém
sido utilizadas para a otimizacdo das condi¢des de imobilizacéo e catélise, visando o
aumento da atividade enzimatica e economia de tempo e reagentes.

Este trabalho teve como objetivo a imobilizacdo de lipases, parcialmente
purificadas, produzidas pelo fungo Botryosphaeria ribis EC-01 utilizando

planejamento fatorial, em diferentes suportes.
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2 OBJETIVO GERAL

Purificar parcialmente lipases de Botryosphaeria ribis EC-01 e avaliar sua
imobilizagdo nos suportes: carvdo de eucalipto e peroba ativados e poliamida

reciclada sem e com particulas magnéticas utilizando planejamentos fatoriais.

2.1 Objetivos Especificos

e Purificar parcialmente a lipase de Botryosphaeria ribis EC-01 com solucao
saturada de sulfato de amonio;

e Comparar as Andlises de area superficial e volume de poros dos suportes:
carvdo de eucalipto sem e com ativacdo, carvdo de peroba sem e com
ativacdo, poliamida reciclada sem e com particulas magnéticas.

¢ Imobilizar a enzima parcialmente purificada nos suportes: carvdo de eucalipto
ativado, carvao de peroba ativado, poliamida reciclada sem e com particulas

magnéticas de acordo com planejamentos fatoriais.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Lipases definicdo, Mecanismos de Ac¢éo e Propriedades

Enzimas sdo proteinas especializadas em catalisar reacdes bioldégicas com
alta especificidade ao substrato, evitando geracdo de subprodutos. As lipases séao
enzimas que se diferenciam pela capacidade de catalisar reacdes tanto em meio
aguoso como em meio organico.

Lipases € 0 nome genérico para um grupo de enzimas pertencentes a classe
das hidrolases (E.C. 3.1) e que atuam sobre ligacdes éster (E.C. 3.1.1) e sdo
definidas como glicerol éster hidrolases (E.C. 3.1.1.3) pois atuam na hidrélise de
acilgliceréis de cadeia longa a diacilgliceréis, monoacilgliceréis, acidos graxos e
glicerol (JAEGER; REETZ, 1998; JAEGER et al., 1999; JAEGER; EGGERT, 2002) A

Figura 1 ilustra a acdo cataliticas destas enzimas.

Figural- Acéo catalitica das lipases. Um triacilglicerol pode ser hidrolisado a
glicerol e acidos graxos, ou o reverso (sintese) que combina glicerol e
acidos graxos para formar triacilglicerdis.

O

M OH O
"pase> M
O)W/\ + 3H,0 o4 + 3

HO
M OH

Triacilglicerol Glicerol Acidos graxos
Fonte: JAEGER; REETZ (1998).
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O mecanismo de hidrélise das lipases envolve o ataque nucleofilico da agua
sobre o intermediario acil enzima, liberando o acido carboxilico correspondente.
Uma vez que a agua no meio é substituida por alcoois, aminas ou &cidos, outras
reagcbes como esterificacdo, interesterificacdo, transesterificacdo, alcodlise e
amindlise podem ocorrer (JAEGER et al.,, 1994; JAEGER e EGGERT, 2002;
PAQUES; MACEDO, 2006). Essas reacodes estdo demonstradas na Figura 2.

Figura 2 - Reacdes catalisadas por lipases.

Hidrélise
f 0
sy HaO - l + R'OH
R” “OR R” “OH
Esterficagdo
0 (o]
3 + 1 —— _i\ H-,O
R OH Sicn ke S g VM
Interesterificagao
0 o) 0 o)
R OR R? OR R "OR* R? OR!
Alcéolise
0
U + R?OH I + R'OH
R™ TOR! - R ~OR?
Aciddlise
0 ) 0 (8]
.+ R o - 'I\. + /J\
R//\ OR' R¢ -~ OH R “OH R2 OR!
Aminodlise
(l) 0
ANy ¥ RINH, /—= /H + R'OH
R” “OR R R” AR
H
Lactonizagdo
(¢} 0O
| ~ (o7 . R'OH
HO/\'.\%’: \OR' O -

Fonte: PAQUES; MACEDO (2006).

O sitio catalitico das lipases é formado por uma serina, uma histidina e acido
aspartico ou glutamico, compondo a denominada triade catalitica (JAEGER;

REETZ,1998), esse é frequentemente protegido na molécula por uma "tampa"
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hidrofébica ou "lid" que ao interagir com a interface lipideo/agua sofre uma mudanca
conformacional, expondo o sitio ativo (BALCAO et al., 1996).

A aplicagdo de lipases em processos industriais como a biocatalise e a
tecnologia enzimética sdo promissoras para sintese de compostos de alto valor
agregado. A temperatura de atividade Otima dessas enzimas geralmente esta na
faixa entre 30 e 55 °C e embora suas caracteristicas de termoestabilidade possam
ser influenciadas em funcdo da sua origem, as enzimas microbianas sdo, em geral,
as mais estaveis quando comparadas as de origem animal e vegetal. Comumente as
lipases, ndo necessitam de cofatores e sdo ativas em pH entre 5 e 9, com uma faixa
maxima entre 6 e 8 (FREIRE; CASTILHO, 2000). Apresentam especificidade,
regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade (PANDEY et al.,
1999).

As lipases sdo naturalmente encontradas em tecidos de animais,
principalmente no pancreas; em plantas como a mamona (Ricinus communis) e
canola (Brassica napus); e em micro-organismos como fungos filamentosos,
leveduras e bactérias, sendo os géneros Rhizopus, Candida e Pseudomonas
considerados as principais fontes produtoras desta enzima (JAEGER; REETZ, 1998;
PANDEY et al., 1999).

3.1.1 Micro-organismos produtores de lipases

Os estudos sobre producado de lipases utilizando micro-organismos iniciaram
em 1906. Uma das vantagens na utilizacdo de enzimas microbianas esta
relacionada a sua estabilidade, pois estas sdo mais estaveis quando comparadas
com as extraidas por plantas e animais, tornando sua producdo mais conveniente e
segura.

Hoje s@o conhecidos um grande namero de micro-organismos produtores de
lipases entre as bactérias destacam-se os géneros Achromobacter., Alcaligenes,
Arthrobacter, Pseudomonas e Chromobacterium; e entre os fungos os géneros como
Mucor, Rhisopus, Geotrichum, Aspergilus, Penicilium e Humicola (HANSAN et al.,
2006).

Lipases obtidas de micro-organismos sédo facilmente produzidas, quando

comparadas a outras fontes de lipases, e também ha abundancia de micro-
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organismos que podem sintetiza-las, com isso do ponto de vista econbémico e
industrial s&o as mais utilizadas.

As enzimas extracelulares presentes nos fungos os tornam atrativos, pois
essas facilitam a sua recuperagao do meio de fermentacédo (JAEGER et al., 1994).

Fungos de diversos géneros demonstraram ser bons produtores de lipases e
as suas enzimas tém sido estudadas sob o ponto de vista académico e industrial.
Por exemplo, lipases de Aspergillus sp (CIHANGIR; SARIKAYA, 2004; SAXENA et
al., 2003), Rhizomucor miehei (PALLA, PACHECO e CARRIN, 2011), Penicillium
aurantiogriseum (LIMA et al., 2003)e da levedura Candida rugosa (LI; HU e HAN,
2015).

A producéo de lipase por fungos filamentosos varia de acordo com a cepa e
com os fatores abibéticos como: composicdo do meio de crescimento, ambiente de
cultura, pH, temperatura, e fonte de carbono e nitrogénio (CIHANGIR; SARIKAYA,
2004). Em condicdes apropriadas de cultivo algumas espécies de fungos
filamentosos produzem quantidades consideraveis de lipase, sendo seus extratos
facilmente obtidos (SALLEH et al., 1993).

Os fungos filamentosos sdo reconhecidos como as melhores fontes
produtoras de lipases, sendo estudados do ponto de vista genético e bioquimico. A
busca de cepas selvagens produtoras de enzimas € uma técnica de grande
importdncia em paises com grande biodiversidade como o Brasil (FREIRE;
CASTILHO, 2000).

3.1.2 Composicao do meio de cultivo para a producéo de lipases

Lipases fangicas sdo na sua maioria extracelulares e sua producdo é
influenciada pela composi¢cdo do meio, além de fatores fisico-quimicos tais como
temperatura, pH e oxigénio dissolvido.

Um fator importante para a producao de lipases esta relacionado com a fonte
de carbono, uma vez que atua como indutor. Estas enzimas s&do geralmente
produzidas na presenca de um lipidio, acidos graxos, ésteres hidrolisaveis,
tensoativos, sais biliares, e glicerol (SHARMA et al., 2001).

A fonte de nitrogénio, tanto organicas quanto inorgéanicas, favorecem o
crescimento e produgdo da enzima (GHOSH et al.,, 1996). Estes requisitos

nutricionais sdo fornecidos ao micro-organismo pela adicdo ao meio de cultivo de
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ureia, sulfato de amoénio, nitrato de amonio, ou componentes complexos, tais como:
extrato de levedura, extrato de carne, extrato de malte e peptona, uma alternativa
interessante € a utilizacdo de residuos agroindustriais como torta de soja e trigo,
casca de arroz, torta de mamona, milhocina, entre outros (TREICHEL et al., 2010).
Visando a diminuicdo dos custos, os coprodutos agroindustriais, como a torta
de soja, podem ser devidamente moidos ou triturados para servir como fonte de
nutrientes, fonte de carbono e também nitrogénio, para a producdo de lipases em

fermentacdo submersa.

3.1.3 Botryosphaeria ribis EC-01 como produtor de lipases

Os fungos da familia Botryosphaeriaceae sao descritos como potenciais
produtores de enzimas a partir de 1995, quando Barbosa e colaboradores isolaram o
ascomiceto Botryosphaeria sp. (MAMB-05) de cancro de eucalipto (BARBOSA et al.,
1995; BARBOSA et al., 1996).

Dos nove isolados do género Botryosphaeria, o B. ribis EC-01 foi o melhor
produtor de lipase nos cultivos contendo 6leo de milho ou 6leo de soja, em condi¢éo
de fermentacdo submersa. A atividade especifica da lipase foi maior nos cultivos
contendo 6leo de soja ou glicerol (MESSIAS, 2008; MESSIAS et al., 2009).

Andrade et al. (2013) otimizaram a producdo de lipases através de
fermentacdo submersa utilizando torta de soja como substrato, minimizando os

custos para a producao utilizando coprodutos no meio de cultivo.

3.2 Imobilizacdo de Enzimas

O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo sao importantes no sentido de
proporcionar a reutilizagdo das enzimas, mas a imobilizacdo pode ocasionar a
melhoria da atividade enzimatica e, ainda, atende aos principios da quimica verde e
sustentabilidade, uma vez que nao ocorre a formacdo de subprodutos durante o
processo (KAPOOR; GUPTA, 2012).

Outra vantagem da imobilizagdo de enzimas é que permite a separacao fisica

da enzima com o meio de reacdo, 0 que facilita a sua recuperacdo e reutilizacéo
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(BALCAO et al, 1996), com isso ha a reducdo do custo da enzima e
consequentemente do produto.

Entre as técnicas utilizadas na imobilizacdo de enzimas estdo a adsorcao
fisica, ligacdo covalente a um suporte solido, encapsulamento fisico dentro de um

suporte de matriz polimérica, entre outras, que podem ser observadas na Figura 3.

Figura 3 - Representacdo dos métodos para a imobilizacdo enzimatica.
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Fonte: (DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004).

JULIL

A adsorcdo fisica € um método simples e muito utilizado, ocorre a
imobilizacdo no suporte por ligacées de baixa energia, tais como interacdes de Van
der Waals ou hidrofébicas, ligacdes de hidrogénio e idnicas.

As propriedades como area superficial, porosidade, capacidade de adsorcao
da enzima e custo, sdo caracteristicas a serem analisadas na escolha do material
gue sera utilizado como suporte. Outra caracteristica do suporte que deve ser levada
em consideracdo sdo os grupos funcionais de superficie, que informam sobre o tipo
de interacédo entre a enzima e o suporte. Varios materiais podem ser utilizados, tais
como polietileno, polipropileno, silica, celite, Octil-Sepharose, celulose, Sephadex,
entre outros (VILLENEUVE et al., 2000).

A imobilizagcdo de enzimas no interior de poros de suportes proporciona a

protecdo da estrutura proteica com relacdo a desnaturacdo pelo contato com
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solventes organicos ou a acdo de bolhas de gases e forte agitacdo (YU, WU e
CHING, 2004).

Além do suporte e do método de imobilizagéo escolhidos para imobilizacao de
enzimas, uma caracteristica importante desse processo é que a enzima deve estar
imobilizada de forma que esteja acessivel ao substrato, mantendo sua atividade
enzimatica (DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

3.2.1 Suportes para imobilizacédo de lipases

As lipases tém sido imobilizadas em diversos suportes: quitosana (PALLA et
al., 2011; ROMDHANE et al., 2011), resinas (ZHAO et al., 2013; BASSO et al.,
2016), particulas magnéticas (XIE; MA, 2009; AKIL et al., 2016) e celite (LIU et al.,
2009; ANDRADE et al., 2013), envolvendo varias técnicas de imobilizacao.

A adsorcao € a técnica simples e muito utilizada, que possui custos mais
baixos quando comparada as outras técnicas de imobilizacdo, devido a auséncia de
produtos quimicos muitas vezes toxicos (BALCAO et al., 1996).

Véarios tipos de materiais para imobilizacdo de lipase estdo sendo
desenvolvidos para aplicagdo na sintese de biodiesel. Liu et al. (2012b)
desenvolveram particulas hidrofébicas magnéticas a partir de uma solugdo de
FeSO4 e tetrasiloxano (TEOS) para imobilizar a lipase de Burkholderia sp. Xie e
Wang (2012) imobilizaram a lipase de Candida rugosa em esferas de quitosana
magnéticas (FesOas-quitosana). Xie e Ma (2009) utilizaram nanoparticulas
magnéticas de FezO4 como suporte para a lipase de Thermomyces lanuginosa.

O carvédo ativado € um material poroso e de baixo custo de producdo. Essas
caracteristicas sdo desejaveis na imobilizacdo de enzimas, podendo este servir de
suporte para este uso (RAMANI et al., 2010). O carvao ativado como suporte para
lipases ja foi utilizado para aplicagcdo na producdo de biodiesel (NARANJO et al.,
2010; MORENO-PIRAJAN; GIRALDO, 2011).

A utilizagdo de coprodutos e materiais reciclados como suporte para
imobilizagdo de lipases reduz o custo de imobilizacdo, sendo importante para que

tornar a aplicacdo economicamente viavel.
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3.2.1.1 Carvao ou carvao de pirdlise

O carvao é definido pela Iniciativa Internacional de Biocarvao (Internacional
Biochar Initiative - IBI), como um material sélido formado durante a decomposi¢éo
termoquimica de biomassa (CHA et al., 2016). O carvao de pirélise € de baixo custo,
ambientalmente correto e pode ser utilizado em varios setores, como remediacdo de
solos, tratamento de agua, redutor de gases de efeito estufa, geracdo de energia, e
varios estudos vém sendo desenvolvidos para novas aplicagbes (LEHMANN;
JOSEPH, 2012). Embora o principal elemento do carvao seja o carbono (C), também
contém hidrogénio (H), oxigénio (O), cinzas, e tracos de nitrogénio (N) e enxofre (S).
A composicao do carvao varia de acordo com a biomassa utilizada, processo de
carbonizacao (DUKU et al., 2011; KAMBO; DUTTA, 2015).

Devido a alta area de superficie, estrutura porosa, grupos funcionais, e alto
conteudo mineral, o carvao tem diversas aplicacdes como adsorcéao de poluentes da
agua e atmosféricos (KAMBO e DUTTA, 2015; LEHMANN; JOSEPH, 2012) e
catalise (imobilizacdo de lipase para a producdo de biodiesel) (CHA et al., 2016; HU
et al., 2015).

Residuos solidos organicos, como a serragem, sao gerados em grandes
guantidades no mundo e sédo pouco utilizados para geracao de energia, devido ao
alto teor de agua. A pirélise € uma tecnologia promissora para conversao biomassa
lignocelulésica, como madeira, casca de coco, turfa, palha de cana-de-acUcar
(ROCHA et al., 2004; FAAIJ et al., 2005).

A pirélise baseia-se na conversao termoquimica de biomassa, na auséncia de
oxigénio. O processo de decomposicao libera espécies volateis, como o bio-6leo, e
nao volateis, estes como carvao. O gas que também € obtido no processo, pode ser
gueimado para ajudar na diminuicdo de umidade da biomassa de entrada e operar o
reator, jA o carvao e cinzas sao promissores para o0 solo e como adsorventes.
(DENG et al., 2008; MARTINS et al., 2007; FAAIJ et al., 2005).

Os métodos de pirdlise se diferem devido a temperatura, a velocidade de
aguecimento e o tempo de permanéncia da biomassa no reator, afetando
diretamente nas porcentagens de produtos que se pode obter. Sado divididos em
duas classes: pirdlise rapida e a lenta (ROCHA et al., 2004; FAAIJ et al., 2005).
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A pirélise rapida é um processo relativamente novo, que produz em maior
qguantidade o produto liquido (bio-6leo), através de altas taxas de aquecimento em
um curto periodo de tempo. A pirdlise lenta é caracterizada pelas taxas de
aguecimento lentas, aproximadamente 0,1-1°C por segundo, e um tempo de
permanéncia da biomassa muito maior no reator. Este processo mais demorado
produz quantidades aproximadamente iguais de carvao, gas e liquido. (DENG et al.,
2008; NANDA et al., 2014; MAHINPEY et al., 2009).

Segundo ROCHA et al. (2004), o carvao é considerado um residuo sélido do
carvao vegetal obtido da pirélise, mas estudos demonstram que a caracterizacao de
carvbes derivados da pirGlise apresentam uma superficie em que a matriz
carbonicea € promissora e a sua ativacdo pode ser uma maneira alternativa de
utilizacdo do carvdo que contribui para a producdo de outros biocombustiveis, como
também para tratamento de efluentes da industria de biocombustiveis, entre outras.
(MARTINS et al., 2007 ; ROCHA et al., 2004 ; MOHAN; PITTMAN; STEELE, 2006).

3.2.1.1.1 Ativacédo do carvao

Para a utilizacdo do carvdo como adsorvente, estudos sobre o preparo de
carvdoes ativados com propriedades quimicas e fisicas adequadas tem sido
desenvolvido visando a obtencdo de um produto com estrutura porosa desejada. O
método de ativacdo contribui para o aumento do numero de poros, além de dos
poros ja existentes, com distribuicdo e tamanho esperados (HADOUN et al., 2013;
LIOU, 2008).

O preparo de carvao ativado pode ser dividido em dois processos: fisico e
guimico. A ativacao fisica € o método em que o precursor passa pelo processo de
pirdlise e gaseificacdo a temperaturas elevadas que variam entre 700 — 1000°C, sob
fluxo de gas oxidante, podendo estes ser em vapor d’agua, CO2 ou ar atmosférico. A
ativacao fisica faz com que aumente o niumero de poros e por consequéncia a sua
area superficial. O gas oxidante utilizado no processo faz com que carbonos sejam
retirados seletivamente da estrutura, formando aberturas e produzindo poros
(BANSAL et al., 1988; TZVETKOV et al., 2016).

No processo de ativacao quimica, a matéria prima € impregnada com agentes
ativadores que reagem fortemente podendo ser acidos como HsPOas, ou bésicos

como NaOH e KOH, estes reagentes com caracteristicas desidratantes, impedindo o
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desenvolvimento de betuminosos no interior dos poros. Apds 0 processo de
impregnacdo, é feita a ativacdo termoquimica, atingindo temperaturas entre 450-700
°C, sob atmosfera inerte, como por exemplo em fluxo de N2 (TZVETKOV et al., 2016;
AL-LAGTAH et al.,, 2016). O efeito desidratante dos agentes ativadores impede a
formacdo de alcatrdo, levando a um maior rendimento de carvao ativado, tendo
maior vantagem do que a ativacao fisica. Além disso, emprega uma temperatura de
ativacdo menor, obtém-se um maior controle na distribuicdo de poros e produz maior
area superficial em relacdo ao procedimento realizado na ativacao fisica (EL-
HENDAWY; SAMRA; GIRGIS, 2001; SYCH et al., 2012; KLIJANIENKO; LORENC-
GRABOWSKA; GRYGLEWICZ, 2008).

Apés a ativacdo espera-se que o material tenha um maior volume de poros
em sua superficie, assim como uma maior area superficial e favorecendo a adsorcao
de substancias que possuam afinidade pelos constituintes do suporte, como lipases.
Além disso ap0ds a ativacao ocorre a presenca de atomos de oxigénio e hidrogénio,
derivados do material de partida ou ligados quimicamente a estruturas durante a
preparacdo, e também componentes das cinzas inorganicas (RODRIGUEZ-
REINOSO, 1998).

3.2.1.2 Poliamida reciclada

A poliamida reciclada (Patente Requerida BR 10 2013 032157 5) é produzida
utilizando um processo que envolve a reciclagem de retracos téxteis. O retraco téxtil
utilizado era constituido por poliamida 66.

A poliamida 66 com nome IUPAC Poli[imino(1,6-dioxohexametileno)
iminohexametilenojone (Ci2H22N202)n € também conhecida como poli (adipamida
hexanodila), poliamida 6.6, PA 66 (LAVADO, 2013). A nomenclatura dada a essa
poliamida é devido ao fato de que os dois compostos que déo origem ao polimero
possuirem 6 carbonos e por isso a denominacéo “66” (BRYDSON, 1999). Esse tipo
de poliamida é obtido da reagéo de desidratacdo intermolecular entre o acido adipico
(acido hexanodidico) e a 1,6-hexanodiamina, ambos compostos derivados do

petréleo, gerando agua como coproduto (Figura 4).
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Figura 4 - Reacédo de obtencéo da poliamida 66.
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Fonte: BRYDSON, 1999.

A presenca de grupos amida (-(C=0)-NH-) nesse material permite a
funcionalizacdo de sua superficie, suportes com grupos amino livres na superficie,
grupos que sdo conhecidos por terem uma elevada afinidade para as lipases
(VILLENEUVE et al., 2000).

A adicdo de particulas magnéticas no suporte para imobilizacdo de lipases
facilita o processo de recuperacéo e reutilizacdo (DEKKER, 1990).

O material mais utilizado na sintese de particulas magnéticas o ferro, assim
como é a magnetita (Fes04) o material mais utilizado em aplicacdes biotecnoldgicas.
A magnetita € um material que oxida facilmente em contato com o ar, levando a
maghemita (y-Fe203), porém ndo ocorre a perda de propriedade magnética
(REBELO, 2009).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Torta de soja

A torta de soja utilizada neste trabalho para a producgéo de lipases foi doada
pela empresa IMCOPA (Cambé-PR).

4.1.2 Carvao de pirélise

Os carvbes de eucalipto (reflorestamento) e de peroba (madeira de
demolicdo) foram obtidos por pirdlise rapida cedidos pela empresa BIOWARE
Tecnologia, Campinas, SP. Estes foram ativados quimicamente (DORTA, 2016) no
LAFLURPE (Laboratorio de Fluorescéncia e Ressonancia Paramagnética
Eletronica).

O carvao de pinus, previamente ativado, foi adquirido comercialmente (marca
Quimidrol).

4.1.3 Poliamida reciclada

A poliamida reciclada utilizada neste trabalho foi produzida (Patente
Requerida BR 10 2013 032157 5) e caracterizada (BAUMI, 2015) no LAFLURPE
(Laboratério de Fluorescéncia e Ressonancia Paramagnética Eletrdnica) através de

processo que envolve a reciclagem de retragos téxteis.
4.1.4 Substrato para atividade de lipase
Foi utilizado como substrato para determinacdo de atividade hidrolitica da

lipase, foi utilizado o éster palmitato de p-nitrofenila adquirido comercialmente de
Sigma-Aldrich® (EUA).
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Os meios de cultivo utilizados foram o meio Meio Batata Dextrose Agar (BDA)

(Tabela 1), meio minimo de sais de Vogel (1956) (Tabela 2) e o meio Vogel, Glucose

e Agar (VGA) (Tabela 3).

Tabela 1 - Meio Batata Dextrose Agar.

Compostos

Quantidades

Infuséo de batata
Dextrose

Agar

Agua destilada gsp

209
29
159
100 mL

Fonte: PITT; HOCKING, 1997.

Tabela 2 - Meio minimo de sais de Vogel*

Citrato de sédio. 5 ¥2 H20 150 g Solucéo de Elementos-tragos:
KH2POa4 anidro 250 g Acido citrico. 1 H20 59
NH4NO3 anidro 100 g ZnS0a4. 7 H20 50
MgSOa. 7 H20 10g Fe(NHa4)2. 6 H20 1g
CaClz. 2 H20 59 CuSO0a4. 5 H20 0,25¢g
Solucéo de elementos-tracos 5mL MnSOas. 1 H20 0,059
Solucéo de biotina 0,1 mg/mL 2,5mL H3BOs3 anidro 0,05¢
Agua destilada gsp. 1000 mL NazMoOa4. 2H20 0,059
Agua destilada gsp. 100 mL

Fonte: VOGEL, 1956.
* Concentrado 50 vezes
Tabela 3 - Meio VGA (Vogel, Glucose e Agar)

Meio minimo de sais de Vogel (50 vezes concentrado) 2 mL

Glucose 19

Agar 29

Agua destilada gsp 100 mL

Fonte: VOGEL, 1956.

4.1.6 Micro-organismo

O micro-organismo utilizado foi o Botryosphaeria ribis EC-01 (GenBank

Acession Number DQ852308).
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4.2 Meétodos

4.2.1 Manutengao do micro-organismo

O micro-organismo foi mantido em BDA inclinado a temperaturade 4 £ 2 °C e

repicados trimestralmente.

4.2.2 Producao de Lipase

A lipase de Botryosphaeria ribis EC-01 foi produzida por fermentagao
submersa de acordo com metodologia otimizada por Andrade et al. (2013). O
processo consiste em cultivar o ascomiceto em meio VGA por 5 dias a 28 °C e apés
0 crescimento, esferas de 7 mm de diametro contendo hifas homogéneas do fungo
sdo transferidas para o meio liquido contendo 25 mL de 4gua destilada, 2,37 % (m/v)
de torta de soja e 4,5 % (v/v) de glicerol PA que permanecem em agitacao por 5 dias
a 180 rpm e 28 °C. Os cultivos foram interrompidos por centrifugacdo (9000 rpm/ 15
minutos) e o extrato bruto enzimético foi utilizado como fonte de lipases e matéria-

prima para precipitacdo de proteinas por (NH4)2SOa (Figura 5).

Figura 5 - Esquema da produc¢éo da lipase por Botryosphaeria ribis EC-01.
\

Meio BDA
(cultivo estoque)

Meio VGA
(5 dias a 28°C)

Meio otimizado composto por 2,37%
(m/v) torta de sojae 4,5% (v/v) de
glicerol PA

Pré purificagdocom
(NH,),SO,

I Extrato bruto I Centrifugacdo 1500 xg

15 min.

Fonte: propria autora.
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4.2.3 Purificacdo parcial da lipase

O extrato bruto da producdo de lipase foi coletado e utilizado para
precipitagdo fracionada de (NH4)2SOs em intervalos de saturagédo de 10-60% de
saturacdo. Esta andlise visa a precipitacdo de proteinas, de acordo com Scopes
(1993).

A cada etapa de saturacdo a solucédo foi mantida a 4 °C por 12 h ao final
deste tempo foi centrifugada a 4 °C por 20 minutos a 3500 rpm. O precipitado foi
separado do sobrenadante e ressuspendido em um volume minimo de tampéo
fosfato 0,05 mol L e pH 8,0. Esta suspenséo foi dialisada a 4°C com duas trocas de
agua deionizada com intervalos de 12 h. O material dialisado foi denominado enzima
livre e utilizado nos ensaios de imobilizacdo. Este processo estd esquematizado na

Figura 6.

Figura 6 - Esquema da precipitacéo de lipases com adicdo de (NH4)2SO4
Extrato bruto |

intervalos de

saturacao de
10-60% .

Adicéao de Centrifugada a 4 °C por 20 min. a

(NH,),SO, A cada saturacdo a solugéo foi 1500 xg.

mantida a 4°C por 12h.

O precipitado foi

Esta suspensao foi dialisadaa 4°C com duas separado do
trocas de 12h. <:| sobrenadante e

ressuspendido em de
tampao fosfato 0,05
mol L' e pH 8.
O material dialisado foi denominado enzima livre e utilizado
nos ensaios e imobilizacao.

Fonte: prépria autora.

4.2.4 Determinacdo do teor de proteinas
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Para andlise de proteinas foi utilizado o método de Bradford (BRADFORD,
1976), utilizando o corante de Cromassie brilliant blue BG-250, e a soro albumina-
BSA como padrao.

Para preparagédo da amostra 1 mL de reagente de Bradford foi adicionado a
uma aliquota de 100 pL de lipase, que permaneceu em repouso por 5 minutos em
temperatura ambiente. Os valores de absorvancia da amostra foram obtidos a 595
nm em espectrofotometro (Shimadzu, modelo UV-1240). A concentracdo de
proteinas foi calculada a partir de uma curva de calibracdo com o padrao BSA, na
faixa de 25 a 250 pg mL™.

4.2.5 Determinacao da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada segundo Winkler e
Stuckmann (WINKLER; STUCKMANN, 1979). Esta técnica € baseada na hidrélise
do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) que libera p-nitrofenol de cor amarela que pode
ser quantificado espectrofotometricamnte a 410nm. Uma unidade (1U) de atividade
de lipase foi definida como 1 ymol de pNP (p-nitrofenol), liberado por minuto por mL

da solucdo da enzima (Figura 7 - Determinacao da atividade enzimatica.Figura 7).

Figura 7 - Determinacéo da atividade enziméatica.

OCOCsH3; OH
. I 1 U de atividade enzimatica =1
Enzima — .
| _ I + HO =— I » ‘l +  CysH;COOH pmol/min pNP
NO, I\IIOZ
palmitato de p-nitrofenila dgua p-nitrofenol dcido palmitico
| 55°C, pH 8, 2 min. | | (@mareio) |
> Leitura a 410m I

Fonte: prépria autora.

Como observado na Figura 7, a analise foi realizada nas condi¢des de pH 8,0,
55 °C em 2 minutos de tempo de reacdo, segundo procedimento otimizado por
Messias et al. (2009).
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As solucdes foram:

Solucdo A: palmitato de p-nitrofenila em isopropanol, em uma concentracao
de 3,0 mg mL-1.

Solugéo B: 2 g de Triton X-100 dissolvidos em 450 mL de tampé&o Fosfato
0,05 mol L-1, pH 8,0.

Foi homogeneizado 1 mL da solugcdo A em 10 mL da solucéo B, utilizando um
béquer e mantido a uma temperatura de 55 °C. Logo apés, 0,9 mL desta mistura foi
adicionada a 0,1 mL do extrato enzimatico em tubo de ensaio. Apdés o tempo de
reacao (2 minutos), foi determinada a absorvancia a 410 nm.

Para o calculo da atividade enzimatica livre e imobilizada foi utilizada a

equacao:
-1 -1 |Abs 1 1 3
UmL™ ouU g7 |22 X o X X DF X 10 J (4.1)
onde:

U mL-! = unidade de atividade enzimatica da solu¢ao;

U g! = unidade de atividade enzimatica da enzima imobilizada por grama de
suporte;

Abs = absorvancia a A (nm);

¢ = coeficiente de extincdo molar (M* cm™?) =1,5x 10* L mol* cm™?

Ve = volume de enzima utilizado no ensaio (m L);

me = massa da enzima utilizada no ensaio (g)

tr = tempo de reacdo (minutos);

DF = fator de diluicéo e

1000 = fator de conversao de M para ymol mL™.

4.2.6 Poliamida reciclada contendo particulas magnéticas.

O material utilizado como suporte para lipase foi a poliamida reciclada em po
(Patente: 10 2013032153-2,2013) contendo particulas magnéticas produzida no
Laboratério de Fluorescéncia e Ressonancia Paramagnética de Eletronica
(LAFLURPE) da UEL.

O preparo das particulas magnéticas (FesOs) foi realizado segundo

metodologia proposta por Xie e Ma (2009) com modificagdes.
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4.2.7 Andlise de area superficial e volume de poros dos suportes

A érea superficial e a distribuicdo de tamanho dos poros dos suportes foram
obtidas por meio das isotermas de adsorgéao e dessorcao de N2 a 77 K (-196,15 °C)
com pressoes relativas de 0,01 a 0,2, em equipamento de adsor¢cdo de N2 da marca
Quantachrome Instruments, modelo NOVA 2000. As amostras foram previamente
tratadas termicamente a 150 °C, por 6 horas.

A é&rea superficial especifica foi calculada pelo método BET (BRUNAUER et
al., 1938) e a distribuicdo de volume de poros foi calculada pelo método BJH
(HADOUN et al., 2013). Essas analises foram realizadas no Laboratério de Analitica
da Universidade Estadual de Londrina.

Para obtencéo das isotermas de adsor¢ao e dessorcdo de N2 segundo BET
(BRUNAUER et al., 1938), utilizou-se da equacéo apresentada por Greg; Sing, 1982:

_ dm-b.Ce
Qe = (Cs—Ce).[1+(b—1)Ce/Cs] (4.2)

Onde:

Qe = quantidade adsorvida para uma dada concentracdo de adsorvato (mg g);

gm =quantidade maxima adsorvida para uma dada concentracdo de adsorvato (mg
g?);

b = constante relacionada a saturacao em todas as camadas ;

Ce = concentracdo de equilibrio (mg L?);

Cs = concentragdo do soluto na saturagdo de todas as camadas (mg L1).
4.3 Imobilizacdo de Lipases Utilizando Planejamento Fatorial

A imobilizacdo de lipases foi realizada pelo contato de 0,1 g do suporte
(carvao de eucalipto, carvdo de peroba, poliamida reciclada, com e sem particulas
magnéticas) com 5 mL de solucao de lipase em tampéo fosfato (0,05 M pH 8) a 200
rpm em tempos e temperaturas pré-determinados segundo planejamentos fatoriais.

A influéncia das variaveis selecionadas foi estudada pelo desenvolvimento de
planejamentos estatisticos 22 com pontos axiais (xa, com a =(2K)4) totalizando 11

experimentos. As Tabelas a seguir apresentam os planejamentos realizados com o0s
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niveis inferiores (-1), centrais (0), superiores (+1) e também os axiais (+1,41), que
vao além dos inferiores e superiores.

Os fatores estudados foram concentracdo de enzima (X1) e temperatura (X2)
para os carvoes de eucalipto (Tabela 4) e peroba (Tabela 5). O tempo foi mantido
fixo em 240 minutos para o carvdo de eucalipto ativado e em 60 minutos para o
carvdo de peroba ativado de acordo com os resultados planejamentos fatoriais

realizados anteriormente por Bonfinger (2015).

Tabela 4 - Planejamento fatorial para avaliar os efeitos de concentracdo de enzima

(% v/v) e temperatura (°C) na imobilizacdo de lipase em carvao ativado de eucalipto.

Experimento Variaveis codificadas
X1 X2
1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 (C) 0 0
10 (C) 0 0
11 (C) 0 0
. Niveis reais
atores 1,41 1 0 1 1,41
X1 (enzima, %v/v) 76 94 138 182 200
X2 (temperatura,°C) 21 22 25 28 29

Fonte: prépria autora.
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Tabela 5 - Planejamento fatorial para avaliar os efeitos de concentracdo de enzima

(% v/v) e temperatura (°C) na imobilizacdo de lipase em carvao ativado de peroba.

Experimento Variaveis codificadas
X1 X2
1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 (C) 0 0
10 (C) 0 0
11 (C) 0 0
Niveis reais
Fatores -1,41 -1 0 1 1,41
X1 (enzima, %v/v) 76 94 138 182 200
X2 (temperatura,°C) 41 42 45 48 49

Fonte: prépria autora.

A imobilizacdo de lipase de B. ribis EC-01 em poliamida reciclada com e sem
particulas magnéticas se encontra em fase inicial, portanto ndo ha relatos na
literatura. As variaveis estudadas foram tempo (Xi) e temperatura (X2) e a
concentracdo da solucdo de enzima foi fixa (20 U mL™). O planejamento esta
apresentado na
Tabela 6.
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Tabela 6 - Planejamento fatorial para avaliar os efeitos de tempo (minutos) e
temperatura (°C) na imobilizacdo de lipase em poliamida reciclada sem e com
particulas magnéticas

Experimento Variaveis codificadas
X1 X2
1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 -1,41 0
6 1,41 0
7 0 -1,41
8 0 1,41
9 (C) 0 0
10 (C) 0 0
11 (O) 0 0
Niveis reais
Fatores -1,41 -1 0 1 1,41
X1 (tempo min) 47 90 195 300 343
X2 (temperatura,°C) 15 18 25 32 35

Fonte: prépria autora.

A atividade enzimatica pelo método de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila
(PNPP) descrito anteriormente foi determinada na solug&o inicial oferecida para
imobilizagéo, no sobrenadante resultante da imobilizagdo e no derivado imobilizado.

A atividade especifica foi quantificada de acordo com a seguinte equacao:

Atividade especifica ( U/mg) _ (Atividade da enzima imobilizada) (4.3)

(proteinas totais)
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A partir dos resultados experimentais, foram calculados os parametros do
processo de imobilizacédo E (Eficiéncia da imobilizacdo) e R (Retencéo da atividade),
a partir das Equacgodes 1 e 2 respectivamente (YADAV E JADHAV, 2005; BON ET AL.,
1986):

(At - At,).100 n_ Ao.100
E= A 1) A

Sendo: At; : atividade inicial total de hidrolise frente ao pNPP, antes da imobilizacdo
(U);
At atividade final total de hidrélise frente ao pNPP no sobrenadante apés a
imobilizacéo (U);
Ao: atividade observada (real) da enzima imobilizada (U.mg™ do suporte);
At : atividade tedrica da enzima imobilizada (U.mg* do suporte).

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

Para o calculo da eficiéncia (E), considerou-se atividade inicial e final do
sobrenadante, apds a imobilizacdo. Para os célculos de retencédo da atividade (R),
considerou-se a atividade da enzima imobilizada frente a reacdo de hidrolise do
pNPP em meio aquoso.

As analises de variancia (ANOVA) e de regressao mdultipla foram realizadas
ao nivel de 5 % de significancia utilizando o programa STATISTICA® Version 10.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Purificacao Parcial de Lipase

Apés a producdo de lipase segundo condi¢cdo otimizada por Andrade et al.
(2013), descrita no item 4.2.2, o chamado aqui de extrato bruto foi submetido ao
processo de purificacéo parcial por precipitacdo com sulfato de amonio ((NH4)2SOa )
e o produto desse procedimento foi chamado de solucdo de enzima e foi utilizado na
imobilizagéo de lipases nos suportes.

A Tabela 7 apresenta a comparacdo do extrato bruto com a enzima apoés
purificacdo parcial com sulfato de amdnio e dialise. Os resultados apontam que a
concentracéo de 20 % (m/v) de (NH4)2SO4 precipitou maior quantidade de enzimas,
evidenciado pela elevada atividade enzimatica (64,4 £ 0,27 U mL™). A eficiéncia do
processo foi verificada apos a dosagem de proteinas totais e calculo da atividade
especifica que passou de 32,0 U mg?! no extrato bruto para 215 U mg* apés a

purificacdo parcial.

Tabela 7 - Comparacdo de atividade enzimatica, proteinas totais e atividade
especifica da lipase antes e apds a purificacéo parcial.t

Lipase Atividade Proteinas totais  Atividade Especifica
enzimatica (mg mL?) (Umg?)
(UmL?)
Extrato bruto 9,60 + 0,08 0,30+ 0,01 32,0+1,41
Precipitado a 20% 64,4 £ 0,27 0,30 £ 0,01 215 + 8,57
Precipitado a 60% 20,5+0,10 0,95+0,01 21,5+0,36

los resultados estdo expressos pelas médias de trés repeticbes

Fonte: préprio autora.

A purificacdo parcial de lipases utilizando a precipitacdo com sulfato de
amonio é observada em artigos encontrados na literatura.

Autores como Yong e colaboradores (YONG et al., 2016) também utilizaram
essa mesma técnica para a lipase do micro-organismo Botryococcus sudeticus

obteve a atividade lipolitica da enzima em solugcdo com atividade especifica 46,80 U
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mg?, apds o processo de purificacdo com sulfato de amodnio (15-65%, m/v) 63,60 U
mg.

Ulker e Karaoglu (ULKER; KARAOGLU, 2012), utilizando o micro-organismo
Mucor hiemalis como fonte de lipases, obteve atividade enzimatica especifica de
1,74 U mgt antes da precipitacdo e 5,70 apds a precipitagdo com sulfato de amdnio
(precipitacdo de 40-75%).

Tripathi e colaboradores (TRIPATHI et al., 2014), utilizaram Microbacterium
sp. como fonte de lipases e obtiveram a atividade especifica na lipase antes da
precipitacdo era de 2.3 U mg?! e apds a precipitacédo (0-70%) com sulfato de amonio
3.5Umg?.

Os resultados alcancados no presente trabalho na precipitacdo enzimatica
utilizando 20 % (m/v) de (NH4)2SO4 podem ser importantes para a aplicacao destas
enzimas, visto que a atividade especifica aumentou mais de seis vezes e é um
método simples, utilizando pouca quantidade do sal comparando-se com o0s
resultados obtidos por outros autores acima citados , uma vez que atividade
especifica passou de 32 U mg* para 215 U mg™.

5.1.1 Area especifica e volume de poros

A andlise da &rea superficial e caracterizacdo dos poros é um procedimento
padrdo e estd relacionado com a adsorcdo do nitrogénio ao material, a uma
temperatura de 77 K. As isotermas obtidas no método fornecem informacdes
qualitativas sobre a estrutura porosa do carvao (SING, 1985).

Devido ao método de preparacao dos carvbes ativados, que influencia nas
isotermas, € possivel prever as diferencas na morfologia do material apos o efeito do
agente ativador, no caso H3sPOas@ag). A Tabela 8 apresenta os resultados da analise

da superficie dos diferentes suportes.
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Tabela 8 - Comparacdo das diferentes areas superficiais e volumes de poros de
diferentes suportes.

Suportes Area Superficial Volume do poro Raio médio do poro
(m?g™) (cm®g) (nm)

Carvao comercial

_ 53,04 0,068 1,8
ativado
Carvéo de eucalipto

I 1,40 0,002 1,6
nao ativado
Carvéo de eucalipto

, 218,00 0,323 8,4
ativado
Carvao de peroba nédo

_ 5,00 0,009 1,1
ativado
Carvao de peroba

_ 466,00 0,225 1,6
ativado
Poliamida reciclada
sem patrticulas 6,47 3,330 1,7
magnéticas
Poliamida reciclada
com patrticulas 15,08 9,460 8,2
magnéticas

Fonte: prépria autora.

A éarea superficial especifica foi calculada pelo método BET (BRUNAUER et
al., 1938) essa equacado é baseada na hipétese de que as forgas responsaveis pela
condensacdo do gas sdo responsaveis também pela atracdo de diversas moléculas
para a formacao de multicamadas (TEIXEIRA et al., 2001). Os diferentes valores de
area superficial e volume de poros entre os carvfes sem ativacdo e ap0s ativacado
indicam que a impregnacdo do agente ativador H3sPOa(g) resultou em um aumento
significativo de area superficial passando de 1,40 m2g! para 218 m2g* para o carvéo
de eucalipto e 5,00 m2g* para 466 m2g* aumentando também o raio médio e volume
de poros. Além da acdo do agente ativador had também a interferéncia da
temperatura de carbonizacdo na area superficial, que pode ter ocorrido devido a
rapida degradacao térmica liberando compostos volateis que levam a ampliacdo de
poros e consequente aumento da area superficial dos adsorventes (YAKOUT &
SHARAF 2012).
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Para a poliamida reciclada pode-se concluir que a adicdo de particulas
magnéticas aumentou a area superficial, volume e raio médio dos poros.

O raio médio dos poros pode classificar os suportes segundo a IUPAC se sao
micro, meso ou macroporosos. O volume de poros foi calculado pelo método BJH
(HADOUN et al., 2013). Os poros sdo 0s principais responsaveis pelo aumento da
area superficial, e dependendo do seu tamanho influencia diretamente na
capacidade de adsorcao de certas moléculas, tornando-se um importante fator para
o resultado final.

Os materiais porosos apresentam como principal vantagem sua elevada area
superficial interna disponivel para a imobilizacdo de enzimas. O diametro dos poros
do suporte deve receber devida atencéo, pois, devem ser suficientemente grandes
para acomodar a enzima e permitir o acesso do substrato e difusdo dos produtos
(DALLA-VECCHIA et al., 2004). Estudos relatam uma imobilizacdo mais eficiente de
enzimas ao se utilizar suportes porosos em comparagcdo com nado porosos, devido
ao seu tamanho e volume dos poros, da elevada area superficial e estruturas

abertas caracteristicas desses materiais (ZHAO et al., 2013).
5.2 Imobilizagdo de lipases utilizando planejamento fatorial

A influéncia de fatores na atividade da enzima imobilizada foi avaliada através
de planejamentos fatoriais 22 acrescidos de pontos axiais, em que se variou a
temperatura e a concentracdo de lipase para imobilizacdo, para os suportes carvao
de eucalipto ativado (CEA) e carvao de peroba ativado (CPA).

Para a imobilizacdo nos carvles ativados as concentracfes e as respectivas
atividades enzimaticas estdo representadas na
No caso da poliamida com (PRPM) ou sem particulas magnéticas (PR)
planejamentos fatoriais 22 também acrescidos de pontos axiais foram realizados
onde as variaveis tempo e temperatura foram avaliadas. A concentracdo da sulucao
de enzima foi mantida fixa (20 U mL-1).

Foram calculadas as atividades em U g-1suporte e especificas U mg-1 proteina,
que relaciona a atividade com a quantidade de proteinas totais ligada ao suporte
(mg g-lsuporte). Também foi avaliada a eficiéncia de imobilizacdo. Entretanto, o
modelo matematico foi avaliado apenas para a atividade da enzima imobilizada (U g-

lsuporte).
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Tabela 9.

No caso da poliamida com (PRPM) ou sem particulas magnéticas (PR)
planejamentos fatoriais 22 também acrescidos de pontos axiais foram realizados
onde as variaveis tempo e temperatura foram avaliadas. A concentracéo da sulucao
de enzima foi mantida fixa (20 U mL™%).

Foram calculadas as atividades em U g-suporte € €specificas U mg? proteina, que
relaciona a atividade com a quantidade de proteinas totais ligada ao suporte (mg g
Lsuporte). Também foi avaliada a eficiéncia de imobilizacdo. Entretanto, o modelo

matematico foi avaliado apenas para a atividade da enzima imobilizada (U g-suporte).

Tabela 9 - Atividade enzimética das diferentes concentracdes de solucdo de lipases
utilizadas no planejamento de imobilizacdo dos carvbes ativados.

% Enzima (v/v) Atividade enzimatica (U mL™)
75 15
94 19
138 30
182 36
200 40

Fonte: prépria autora.

A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos na imobilizacdo de lipase em
carvao de eucalipto ativado (CEA). A imobilizacéo de lipase em CEA variou de 5,38
a 296 U glsuporte, sendo este maior valor encontrado no experimento 7, onde a
concentracdo de enzima e temperatura foram de 138 % (v/v) e 21 °C,
respectivamente. Nestas condi¢cfes a eficiéncia de imobilizacéo (E) foi de 97,7 % e a
e a retencdo (R) foi proxima a 22 %, evidenciando que grande quantidade de enzima
foi adsorvida no suporte (E), porém apds o processo de imobilizagdo nem toda
enzima esta ativa no suporte (R) em comparagdo com a enzima livre.

Entretanto, observa-se que no experimento 4 foi obtido valor semelhante de
eficiéncia de imobilizacdo (97,9 %), porém a atividade da enzima imobilizada no
suporte foi de 47 U glsuporte. ISto é devido ao baixo valor de retengéo obtido (2,64 %).
Observa-se, para todos 0s ensaios, alta eficiéncia (acima de 90%) e retencéo inferior
a 100%, o que sugere mudancas conformacionais na enzima apds o0 processo de

imobilizag&o.
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Com o aumento da temperatura (experimento 8) € possivel observar um
decréscimo de mais de 98%. Este efeito € mostrado na equacédo preditiva 5.1 (R? =
0,90), onde os termos significativos (p < 0,05) estdo em negrito e a temperatura
aparece como Xz. O sinal negativo mostrado na equagédo significa que a variavel
influencia negativamente na imobilizacdo desta enzima.

O aumento da temperatura ocasiona maior energia cinética as moléculas de
lipase, sendo assim maior o nimero de choques entre as moléculas e menor a taxa
de imobilizacdo (KHOOBI et al., 2014).

Tabela 10 - Respostas obtidas (atividades de lipase) no planejamento fatorial para
imobilizacdo de lipase em carvao de eucalipto ativado.

Exp. Variaveis Respostas
codificadas
X1 X2 Atividade Proteinas  Atividade  Eficiéncia Retencéo
enzimética totais especifica (%) (%)
(UgH (mg g™) (U mg™)
1 -1 -1 52,8 1,63 32,4 95,7 5,86
2 -1 1 59,5 3,25 18,3 96,1 6,58
3 1 -1 260 3,65 71,3 98,5 14,5
4 1 1 47,0 4,64 10,1 97,9 2,64
5 -1,41 0 46,4 2,11 9,99 94,8 6,53
6 1,41 0 265 1,43 186 94,3 14,1
7 0 -1,41 296 1,90 156 97,7 21,9
8 0 1,41 5,38 1,34 4,01 97,2 0,40
9 0 0 62,3 1,64 38,0 97,2 4,65
10 0 0 63,3 2,37 26,7 90,4 5,08
11 0 0 66,0 1,89 34,3 97,2 4,92
Fatores Niveis reais
-1,41 -1 0 1 -1,41

X1 (enzima, %v/v) 76 94 138 182 200
Xz (temperatura,°C) 21 22 25 28 29

Fonte: prépria autora.

Na equacédo também se pode notar que a concentracdo de enzima (Xi)
também foi estatisticamente significativa e esta relacdo pode ser exemplificada no

experimento 5 e 6, onde a concentracédo foi de 76 e 200 % (v/v), respectivamente e a
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atividade enzimaética obtida passou de 46,4 para 265 U glsupote, mantendo-se a
temperatura de 25 °C. No experimento 6 também foi determinado o melhor resultado

de atividade especifica (186 U mg suporte).

U gsuporte = 64,08 + 63,17 X1+ 33,88 (X1)? - 77,22 X2+ 31,20 (X2)? - 55,02 (X1 X2)
(5.1)

A Tabela 11 apresenta o modelo quadratico e mostra que Fcac > Fist NOS
graus de liberdade correspondentes a imobilizagdo de lipase em U g “suporte. O valor
F e o valor do coeficiente de regressdo (R?) mostram que o modelo teve boa

capacidade preditiva e é estatisticamente valido.

Tabela 11 - Analise de variancia (ANOVA) para a imobilizacdo da lipase de
Botryosphaeria ribis EC-01 em carvao ativado de eucalipto

Resposta Fonte de Soma Graus de Média F teste
variagao Quadrados Liberdade Quadrados  Fcac  Fuist
(SS) (DF) (MS)
U glsupote  Modelo 100703,6 2 100703,6 69,1 4,46
Residuo 11655,4 8 1456,9
Total 112359,0 10

R?=0,90; F 95%.2,8

O grafico de superficie de resposta gerado a partir do ajuste do modelo
(Figura 8) indica a influéncia da concentracdo de enzima e temperatura na
imobilizacdo de lipase em CEA (U gsuporte) € a resposta obtida pelo modelo preditivo
foi 368,0 U glsuporte, Nas condigcbes de 200 % (v/v) de concentragdo de enzima e 22,5
C poréem como pode-se verificar este modelo ndo € conclusivo, apenas indicativo
para novos experimentos.

As regibes em vermelho na Figura 8 indicam a maior atividade enzimatica
para a imobilizacdo de enzima no suporte CEA, enquanto que as regides verdes
indicam as de menor atividade. Pode-se observar que quanto maior a porcentagem
de enzima e menor a temperatura, maior a atividade da enzima imobilizada.

Observa-se também um leve aumento na atividade enzimatica na temperatura de 32
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°C, indicando que ainda se pode obter um planejamento com temperaturas mais

extremas, pois a atividade enzimatica continua aumentando.

Figura 8 - Superficie de resposta do planejamento fatorial 22 na imobilizacdo de
lipase em carvao de eucalipto ativado.

4007

a0v

o\ Il 500
Il 600
[] 400
I 200

Fonte: prépria autora.

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos na imobilizacdo de lipases em
CPA. As atividades obtidas mostram novamente que em maiores temperaturas a
adsorcao é desfavorecida tendo a menor resposta de atividade enzimatica para a
temperatura de 49 °C. Os melhores resultados foram obtidos nos pontos centrais
onde a atividade da enzima imobilizada e retencao da atividade ficou em torno de 58
U glsuporte € 4,5 %, respectivamente. A concentracdo de enzima e temperatura
desses experimentos foram de 138 % (v/v) e 45 °C, respectivamente. O resultado
obtido no experimento 6, onde a temperatura também era de 45°C foi o mais alto em
termos de atividade enzimatica (61,7 U glsuporte) € eficiéncia de imobilizagdo (95,1

%), entretanto, a retencdo foi menor neste ponto (3,24 %), comparado aos
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experimentos realizados nos pontos centrais que utilizaram a mesma temperatura.
O melhor resultado de atividade especifica foi também obtido no ponto central (32,4

U mg‘l suporte).

Tabela 12 - Respostas obtidas (atividades de lipase) no planejamento fatorial para
imobilizacéo de lipase em carvéo de peroba ativado.

Exp. Variaveis Respostas
codificadas
X1 X2 Atividade Proteinas Atividade Eficiéncia  Retencao
enzimética totais especifica (%) (%)
Ug? (mg g7) (Umg™)
1 -1 -1 19.6 1,38 14,2 89,3 2,33
2 -1 1 15,2 1,73 8,76 87,2 1,85
3 1 -1 40,4 1,42 28,4 95,0 2,33
4 1 1 26,8 2.36 11,4 93,3 1,58
5 -1,41 0 14,2 3,23 4,39 86,6 2,19
6 1,41 0 61,7 3,01 20,5 95,1 3,24
7 0 -1,41 34,0 2,32 14,6 93,5 2,63
8 0 1,41 6,07 2,09 2,90 91,0 0,48
9 0 0 59,0 1,82 32,4 93,4 4,58
10 0 0 58,6 2.33 25,1 94,0 4,52
11 0 0 58,8 2,78 21,1 93,0 4,58
Fatores Niveis reais
-1,41 -1 0 1 -1,41
X1 (enzima, %v/v) 76 94 138 182 200

X2 (temperatura,°C) 41 42 45 48 49

Fonte: prépria autora.

A equacdo preditiva 2 (R? = 0,89) em funcéo das variaveis independentes
para a imobilizacdo de lipase em CPA indicou que tanto concentracdo de enzima
como temperatura tiveram efeito significativo (p < 0,05) e estdo em negrito na

equacao.
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U g-lsuporte = 58,80 + 12,51X1- 11,30 (X1)?- 3,95 X2 - 0,33 (X2)2 + 4,15 (X1 X2)
(5.2)

A Tabela 13 apresenta o estudo do modelo para a imobilizacéo da lipase em
CPA em termos de atividade lipolitica (U gwporte). Como pode ser verificado pelo
valor de R? obtido e o valor de Fcac > Ftab N0s graus de liberdade correspondente a

imobilizacdo o modelo teve boa capacidade preditiva e é estatisticamente valido.

Tabela 13 -Analise de variancia (ANOVA) para a imobilizacdo da lipase de
Botryosphaeria ribis EC-01 em carvao de peroba ativado.

Resposta Fonte de Soma Graus de Média F teste
variacao Quadrados Liberdade Quadrados Fcac  Fiist
(SS) (DF) (MS)
U gtsuporte Modelo 3930,169 3 3930,169 58,5 4,35
Residuo 470,117 7 67,16
Total 4400,286 10

R?=0,89; F 95%.3,7

O gréfico de superficie de resposta gerado a partir do ajuste do modelo
(Figura 9) indica a influéncia da concentracdo de enzima e temperatura na
imobilizacdo de lipase em CPA (U glsuporte) € a resposta obtida pelo modelo preditivo
foi proximo de 60 U g-lsuporte.

As regides em vermelho indicam a maior atividade enzimatica enquanto as
verdes regides de menor atividade. Pode-se observar que quanto maior a
porcentagem de enzima maior a atividade enzimatica, temperaturas nos extremos
nao foram favoraveis a imobilizacdo diminuindo as respostas, sendo que na
temperatura de 45 °C foi obtido o maior valor de atividade enzimética, na qual se
observa a faixa Otima de temperatura para a imobilizagdo em CPA, pois
temperaturas maiores acabam ocasionando perda da atividade enzimética, pois
acarreta a maior energia cinética as moléculas de lipase, com isso maiores choques
entre as moléculas e menor a taxa de imobilizacdo (KHOOBI et al.,, 2014). A

adsorcéo fisica é favorecida em temperaturas mais baixas (AL-ANBER, 2011).
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Figura 9 - Superficie de resposta do planejamento fatorial 22 na imobilizacdo de
lipase em carvao de peroba ativado.
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Fonte: prépria autora.

Comparando os dois carvoes utilizados para a imobilizacdo, o CPA obteve
maiores valores de atividades (U g-tsuporte € U Mgt suporte), Eficiéncia de Imobilizagéo
(E) e Retencédo da Atividade (R), isto se deve ao fato de que a superficie do carvao
de eucalipto ativado obter poros com volume maior, raio médio de 8,4 nm, que os do
carvdo de peroba ativado, raio médio de 1,6 nm. Os poros sdo 0s principais
responsaveis pelo aumento da area superficial, e dependendo do seu tamanho
influencia diretamente na capacidade de adsor¢do do suporte (DORTA, 2016), além
disso um pequeno tamanho dos poros pode causar a limitacdo da difusao,
resultando em rearranjo estrutural das enzimas e subsequente reducdo da atividade
(MILETIC et al., 2012).

Andrade (2013), que utilizou como produtor de lipases 0 mesmo micro-
organismo, imobilizado em carvao ativado de coco comercial ativado fisicamente,

nas condigbes de tempo 30 minutos e temperatura de 5°C, obteve 42,9 U glsuporte.
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Bofinger (2015) utilizou planejamentos experimentais 23 para imobilizar a lipase de
B. ribis EC-01 em dois tipos de carvboes de madeira, e segundo dados do
planejamento, os suportes carvao de eucalipto e peroba, ativados pelo mesmo
método utilizado no presente trabalho, apontou que as variaveis e suas interacdes
nao foram significativas, sugerindo um novo planejamento, este realizado neste
trabalho, confirmando que os planejamentos de 22 ordem foram satisfatérios nas
interacdes entre as varaveis temperatura e concentragdo de enzima.

Dando sequéncia aos resultados, a seguir serdo apresentados o0s
planejamentos fatoriais para a imobilizacdo da lipase de B. ribis EC-01 nos suportes
poliamida reciclada (PR) e poliamida reciclada com particulas magnéticas (PRPM).

A Tabela 14 indica as respostas obtidas no planejamento fatorial para avaliar
a imobilizacao de lipase de B. ribis EC-02 em PR. O experimento 2 exibiu o maior
valor de atividade enzimatica (760 U g suporte) quando tempo e temperatura foram
de 90 minutos e 32 °C, respectivamente. Neste experimento a retencdo de atividade
enzimatica teve o valor mais alto (95,4 %) mostrando que apds o processo de
imobilizacdo a enzima ficou ativa. Valor de retencdo proximo a este (93,3 %) foi
obtido no experimento 5 onde tempo e temperatura foram de 47 minutos e 25 °C. A
atividade enzimética neste experimento também foi alta (700 U g™ suporte), assim
como sua atividade especifica (534 U mg-tsuporte). EStes resultados evidenciam que a
temperatura de 32 °C ndo influenciou negativamente na imobilizacdo de lipases no
suporte, mas a temperatura de 35 °C (experimento 8) e 15 °C (experimento 7)
reduziu a atividade da enzima no suporte e sua retencéo para 412 U g-Lsuporte € 48,3
%, respectivamente no experimento 8 e 270 U g suporte € 29,9 %, respectivamente,
no experimento 7.

Esses resultados também indicam que o equilibrio de interacao
enzima/suporte foi rapidamente alcancado, ou seja, nos tempos de contato mais
baixos, 45 e 90 minutos obteve-se os melhores valores de atividade enzimatica.
Baumi (2015) através de espectroscopia de absorcdo de infravermelho indicou a
presenca de terminais aminas e compostos oxigenados presentes na PR, que
podem reagir com 0s grupamentos carbonilas e aminos, respectivamente, presentes
nas enzimas. A alta atividade alcangada nos menores tempos de contato pode ser

atribuida a elevada afinidade da enzima com os grupamentos amina do suporte
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(VILLENEUVE et al., 2000). A presenca e a distribuicdo de grupos funcionais no
material determinam a eficiéncia da imobilizacdo (TISCHER e WEDEKIND, 1999).

Tabela 14 - Respostas obtidas (atividades de lipase) no planejamento fatorial para
imobilizacdo de lipase em poliamida reciclada.

Exp. Va.ri.éveis Respostas
codificadas
X1 X2 Atividade Proteinas Atividade Eficiéncia  Retencéo
enzimatica totais especifica (%) (%)
(Ug? (mg g™) (U mg™)
1 -1 -1 477 6,03 79,1 87,2 54,7
2 -1 1 760 1,54 494 79,7 95,4
3 1 -1 235 4,01 58,6 91,6 25,7
4 1 1 400 1,33 301 85,7 46,7
5 -1,41 0 700 1,31 534 75,0 93,3
6 1,41 0 408 2,3 177 85,4 47,8
7 0 -1,41 270 3,63 74,4 90,4 29,9
8 0 1,41 412 2,15 192 85,2 48,3
9 0 0 540 4,18 129 71,1 76,0
10 0 0 600 3,75 160 67,9 88,4
11 0 0 545 3,62 151 70,8 77,0
Fatores Niveis reais
-1,41 -1 0 1,41
X1 (tempo min) 47 90 195 300 343
X2 (temperatura,°C) 15 18 25 32 35

Fonte: prépria autora.

A equacdo preditiva (R?=0,96) em funcéo das variaveis independentes para a

imobilizagdo de lipase em PR estd apresentada abaixo e os valores em negrito

indicam que tanto a varidvel tempo (Xi) como temperatura (X2) tiveram efeito

significativo (p < 0,05).
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U glsuporte = -1029,84 - 0,93 X1 + 11,30 (X1)2+ 134,30 X2 - 2,29 (X2)2- 0,04 (X1 X2)
(5.3)

A Tabela 15 apresenta o estudo do modelo para a imobilizacdo da lipase em
PR em termos de atividade lipolitica (U gsuporte). Como pode ser verificado, pelo
valor de R? obtido e o valor de Fcac > Ftab Nos graus de liberdade correspondente a

imobilizacdo, o modelo teve boa capacidade preditiva e é estatisticamente valido.

Tabela 15 - Resultados do modelo estatistico ANOVA do planejamento com o
suporte poliamida reciclada sem particulas magnéticas.

Resposta Fonte de Soma Graus de Média F teste
variacdo Quadrados Liberdade  Quadrados Fcac  Fiist
(SS) (DF) (MS)
U gsupote  Modelo 321379,4 3 321379,4 2575 3,86
Residuo 11230,9 9 12479
Total 332610,3 12

R?=0,96; F 95%.3,9

Pode-se observar na os melhores resultados de atividade enzimatica na
imobilizacdo em PR foi em temperaturas intermediarias (25 °C), observadas na
regido em vermelho do grafico. Regiées mais afastadas desta temperatura (15 e 35
°C) hd uma queda na atividade enzimética. Indicando condicbes de temperatura
Otima para imobilizacdo. J4 para tempo de contato observa-se que quanto menor o
tempo de contato maior a resposta, isto pode ser explicado porque a cinética de
adsorcdo pode ser influenciada tanto pela area superficial quando pela natureza e
concentracdo dos grupos de superficie do suporte que interagem com o adsorvato
(AL-ANBER, 2011).

A Figura 9 apresenta o gréafico de superficie para a imobilizacdo de lipase de
B. ribis EC-01 em PR. Pelo modelo foi possivel calcular o maximo de atividade (776
U glsuporte) predito com tempo e temperatura de 45 minutos e 30 °C,

respectivamente (valores estimados).
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Figura 9 - Superficie de resposta do planejamento fatorial 22 na imobilizacdo de
lipase em poliamida reciclada.
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Fonte: prépria autora.

A Tabela 16 apresenta as atividades de imobilizacio de lipase em PRPM. E
possivel observar que no experimento 9 (195 min e 25 °C) foi alcancado o melhor
resultado de atividade enzimatica (360 U glsuporte), com retencdo de 41,3 % da
atividade. Valor semelhante (42,1 %) de retencdo foi obtido no experimento 6,
também com elevada atividade enzimatica (343 U glsuporte), onde tempo e
temperatura foram de 343 e 25 °C. Estes resultados evidenciam que o aumento do
tempo de 195 para 343 minutos ndo ocasionou efeito negativo na imobilizagédo da
enzima, entretanto, em menores tempos de contato (47 minutos) desfavorecem o
processo de imobilizacdo, nestas mesmas condi¢cdes, como pode ser observado no
experimento 5. O experimento 6 também apresentou a maior atividade especifica
(192 U mgisuporte). Referente a eficiéncia de imobilizacdo o maior valor obtido foi

92,5 % (experimento 1), entretanto, este valor ndo reflete as melhores condi¢des



51

para as outras respostas estudadas, indicando que a enzima nao ficou ativa apés o

processo de imobilizacao.

Tabela 16 - Respostas obtidas (atividades de lipase) no planejamento fatorial para
imobilizacdo de

lipase em poliamida

reciclada com particulas

magneéticas.
EXp. Va'ri.éveis Respostas
codificadas
X1 X2 Atividade Proteinas  Atividade  Eficiéncia  Retengédo

enziméatica totais especifica (%) (%)

Ug? (mg g7) (Umg™)
1 -1 -1 209 1,89 111 92,5 22,6
2 -1 1 284 2,06 138 89,9 31,6
3 1 -1 258 3,97 65,0 90,8 28,4
4 1 1 320 3,1 103 88,6 36,1
5 -1,41 0 230 1,75 131 91,8 25,1
6 1,41 0 343 1,79 192 81,6 42,1
7 0 -141 267 2,26 118 85,8 31,2
8 0 1,41 316 2,64 120 83,1 38,0
9 0 0 360 2,2 164 87,1 41,3
10 0 0 344 2,02 170 87,7 39,2
11 0 0 345 2,5 138 87,8 39,3

Fatores Niveis reais

-1,41 -1 0 1 -1,41
X1 (tempo min) 47 90 195 300 343
X, (temperatura,°C) 15 18 25 32 35

Fonte: prépria autora.

A equacdao preditiva que representam os dados experimentais do modelo esta

representada abaixo. Os valores em negrito indicam que a variavel é significativa e

os valores negativos influenciam negativamente na atividade enzimatica.

U g'lsuporte = - 448,49 + 1,86 X1 - 0,0037 (X1)2 + 44,19 X2 - 0,79 (X2)2 - 0,004 (X1 X2)

(5.4)
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A Tabela 17 apresenta o estudo do modelo para a imobilizacdo da lipase em
PRPM magnéticas em termos de atividade lipolitica (U g suporte). Como pode ser
verificado pelo valor de R? (0,90) e o valor de Fcac > Fab nos graus de liberdade
correspondente a imobilizacdo, o modelo teve boa capacidade preditiva e é

estatisticamente valido.

Tabela 17 - Resultados do modelo estatistico ANOVA do planejamento com o
suporte poliamida reciclada com particulas magnéticas.

Resposta Fonte de Soma Graus de Média F teste
variacao Quadrados Liberdade Quadrados Feac  Fiist
(SS) (DF) (MS)
U gsupoe  Modelo 33100,65 4 33100,65 772,5 3,83
Residuo 3328,05 8 416,00
Total 36428,7 12

R?=0,90; F 95% 4,8

De acordo com a curva tridimensional (Figura 10), a atividade méaxima de
imobilizacdo da lipase de B. ribis EC-01 estimada pelo modelo foi 360 U glsuporte,
com tempo e temperatura de 195 minutos e 25 °C, respectivamente.

Comparando com a atividade enzimética observada no extrato bruto, produto
obtido da producéo de lipase antes da purificacao parcial, onde os valores eram de
atividade enzimatica de 9,6 U mL%, e lipase livre, apds a precipitacédo de 20% sulfato
de amonio, 64,4 U mL* de atividade enzimatica (Tabela 7). Os valores de atividade
enzimatica apds a imobilizacdo sdo muito superiores aos resultados obtidos antes
da imobilizacéo, o suporte com maior valor de atividade enzimatica foi a poliamida
reciclada sem particulas magnéticas, 700 U g*. Os altos valores observados na
imobilizacdo com a poliamida reciclada podem ser explicados pois essa apresenta
grupamentos aminas e compostos oxigenados em sua superficie, suportes com
grupos amino livres na superficie apresentam grande importancia para o estudo da
imobilizagdo de lipases, pois sdao conhecidos por terem uma elevada afinidade

(VILLENEUVE et al., 2000), assim como grupos oxigenados.
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Figura 10 - Superficie de resposta do planejamento fatorial 22 na imobilizacdo de
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6 CONCLUSAO

O processo de precipitacdo de enzima com sulfato de amoénio na
concentracdo de 20 % (m/v) a atividade especifica passou de 32 U mg™? para 215 U
mg? mostrando ser um método eficiente para concentracdo de lipases utilizando
pouca quantidade do sal.

As diferencas entre o volume e raio médio de poros entre os carvoes de
eucalipto e peroba podem explicar as diferengas nos resultados da imobilizacdo dos
dois carvées. Assim como as diferentes caracteristicas entre os suportes poliamida
reciclada com e sem particulas magnéticas, podem ter influenciado na imobilizacéao
de lipases.

O carvao de eucalipto ativado apresentou a maior atividade enzimética no
experimento com 138 % (v/v) de enzima e 21 °C, com alto valor de eficiéncia de
imobilizacdo. O melhor resultado de atividade especifica foi obtida no ponto central
(138 % (v/v) e 25 °C). O valor predito de atividade enziméatica maxima para o carvao
de eucalipto ativado segundo o modelo foi de 368 U g nas condi¢ées de 200 %
(v/v) de concentragédo enzima e temperatura de 22,5 °C.

O carvao de peroba obteve os melhores resultados de atividade enzimética e
especifica nos pontos centrais do planejamento, com alta eficiéncia de imobilizacao
(valores em torno de 93 %) e retencdo em torno de 4,5 %.

O suporte com maior valor de atividade enzimatica foi a poliamida reciclada
sem particulas magnéticas o maior valor de atividade enzimética ocorreu a 90
minutos e 32 °C, onde a retencdo de atividade enzimatica teve o valor mais alto
(95,4 %). Nas condicGes 47 minutos e 25 °C atividade enzimatica e especifica
também foram altas e com alta retencao.

A poliamida reciclada com particulas magnéticas, foi 0 segundo suporte com
maior atividade enzimatica, e teve o melhor resultado de atividade enzimética com
195 minutos e 25 °C, e 41,3 % da atividade.

Os valores preditos de atividade enzimatica maxima para os dois melhores
suportes para imobilizacdo de lipases poliamida reciclada com e sem particulas
magnéticas foram de 776 U glsuporte (45 minutos e 30 °C) e 360 U glsuporte (195

minutos e 25 °C), respectivamente.
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O presente trabalho evidencia que esses suportes sado promissores na
imobilizacdo de lipases, sendo estes biocatalisadores potenciais para futuras
aplicacfes biotecnoldgicas e industriais, uma vez que o custo final de producdo do
biocatalisador foi reduzido pelo uso de residuos e materiais reciclados.
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