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Utilizacdo de lipases em reagoes de esterificacdo do amido

Lipase in starch esterification reactions

RESUMO

Lipases de Burkholderiacepacia foram utilizadas para produgdao de amido modificado via
reagdes de esterificagdo. O grau de substituicdo (relacionado com hidroxilas esterificadas)
obtido no presente trabalho foi de 0,65. O amido enzimaticamente modificado apresentou
menor temperatura de degradagdo térmica se comparado ao amido nativo. Filmes foram
produzidos com amido nativo e modificado. Tanto a resisténcia a tragdo quanto o
alongamento na ruptura foram significativamente maiores para os filmes produzidos a
partir de blendas de PVA com amido modificado, quando comparado ao filme com amido
nativo. O enxerto de grupos ésteres (essencialmente hidrofébicos) nas cadeias de amido
pode provocar um impedimento estérico, respondendo por menor temperatura de
degradacdo, maior flexibilidade e menor solubilidade em agua.

PALAVRAS-CHAVE: Amido. Lipase. Modificagdo enzimatica.

ABSTRACT

Lipases from Burkholderiacepacia were used for the production of modified starch via
esterification reactions. The degree of substitution obtained in this work was 0.65. The
starch enzymatically modified presented lower thermal degradation when compared to
the native starch. Films were produced with native and modified starch. Both the tensile
strength and the elongation at break were significantly higher for the films produced from
blends of PVA with modified starch when compared to the native starch film. Grafting of
ester groups (essentially hydrophobic) on the starch chains can cause steric effect,
resulting in lower degradation temperature, greater flexibility and lower solubility in
water.

KEYWORDS: Starch. Lipase. Enzymatic Modification.
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INTRODUCAO

O crescente interesse pelo cuidado com o meio ambiente fez crescer a busca
por materiais biodegradaveis capazes de substituir polimeros sintéticos derivados
de fontes petroquimicas (PENA; BOLANOS, CASTILLO, 2016). Nesse contexto, o
amido se destaca por ser um polimero natural de facil obtencdo, grande
disponibilidade e baixo custo. Em contrapartida, filmes produzidos apenas com
amido sdo frageis e quebradicos, sendo necessario a adicdo de plastificantes,
como glicerol,bem como a formagao de blendas poliméricas entre polimeros
sintéticos e naturais, melhorando assim suas propriedades (GARCIA et al., 2011,
FARIA, VERCELHEZE, MALI, 2012; SUEIRO et al., 2016; VINHAS et al., 2007).

Uma alternativa para melhorar as propriedades dos filmes é realizar a
modificagdo do amido, previamente a mistura com outros polimeros. Essas
modificagdes podem ser quimicas, fisicas ou enzimaticas, ou uma combinagao
destas (VINHAS et al., 2007; HENRIQUE, CEREDA, SAMENTO, 2008). Lipases sdo
enzimas que catalisam uma ampla gama de reagdes, incluindo reagbes de
esterificacao.

O objetivo deste trabalho foi realizar a modificagdo enzimatica do amido de
mandioca por meio de reag¢des de esterificagdo com dacido oleico, empregando
lipase de Burkholderiacepacia como catalisador. O amido modificado foi utilizado
para a producdo de filmes biodegraddveis com PVA (dlcool polivinilico),
plastificados com glicerol.

METODOLOGIA

MODIFICACAO E CARACTERIZACAO DO AMIDO

A modificacdo do amido por meio de reacbes de esterificagao foi conduzida a
partir da metodologia proposta por Xu et al. (2012) com algumas adaptag¢des. Em
um béquer contendo 10g de amido de mandioca foram adicionados 15mL de
agua destilada e 1mL (3 mmol) de 4cido oleico. A solucdo foi homogeneizada e
levada ao ultrassom (Sanders Medical-Soni Clean 2PS) a 40°C por 30 minutos. Em
seguida, a enzima (1,5g; Atividade da Lipase= 2,7 U mg* — Atividade dosada pelo
método do pNPP (palmitato de p-nitrofenila) aquoso (WINKLER, U.K.;
STUCKMANN, 1979) foi adicionada a solugdo, e o sistema foi novamente
submetido ao ultrassom a 40°C por mais 2h. A enzima, imobilizada em Accurel®,
foi retirada e adicionou-se 10mL de hexano ao amido, que foi agitado e
centrifugado por 5 minutos, para remocdo do acido que nao reagiu. Ao término
da centrifugacdo, o sobrenadante foi separado e repetiu-se o procedimento para
extracdo do acido oleico ndo reagente por mais duas vezes, mas utilizando-se
5mL de hexano ao invés de 10mL. Por fim, o amido foi levado a estufa a 45°C por
24h. Da fracdo organica (hexano) retirou-se 100uL para determinar a quantidade
de 4acido oleico residual pelo método de Lowry-Tinsley (1976). O grau de
substituicdo do amido modificado foi adaptado do trabalho de Zhang et al.
(2009).

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada no equipamento da marca
Shimadzu modelo TGA-50, para avaliar as propriedades térmicas e possiveis
modificacdes no amido de mandioca. As amostras foram aquecidas de 20 a 600°C
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com taxa de aquecimento de 10°C min™ sob atmosfera de nitrogénio (razio de
fluxo — 50mL min™). A estabilidade térmica dos amidos foi avaliada com base nas
curvas de TG, no amido nativo e no amido modificado.

PRODUGAO E CARACTERIZACAO DO FILME

Segundo a metodologia de casting, aliquotas de 100g da solucdo polimérica
foram transferidas para placas de polipropileno (D=150mm) e levadas a uma
estufa de circulagdo de ar, a 40°C, porl6 horas, para gelificagdao incipiente e
formacgao de um filme por evaporagdo. Foram produzidas duas formulagdes, uma
a partir de amido nativo (Controle) e outra a partir de amido modificado
(Modificado). A proporgdo de amido:PVA foi de 1:1 para as duas formulagGes. Em
ambas, o plastificante empregado foi o glicerol (20% em relagdo ao amido).
Testes de tragdo foram realizados segundo método da ASTM D882-02 (2002),
utilizando um texturémetro modelo TA.TX2 plus (Stable Micro Systems,
Inglaterra) de acordo com a metodologia proposta por Garcia et al. (2014).As
propriedades avaliadas foram resisténcia a tragdo (o — Mpa) e alongamento na
ruptura (€ - %). Também foram realizados testes de umidade e solubilidade em
agua, em que amostras dos filmes (2x2 cm) foram levadas a estufa a 105°C por
24h, depois colocados em erlenmeyers com 20mL de dgua e deixados sob
agitacdo em um shaker por 24h. Apds o tempo de agitacdo, as amostras foram
novamente levadas a estufa a 105°C por 24h, e pode-se entdo determinar a
massa soluvel em agua dos filmes produzidos com amido nativo e modificado. Os
testes de umidade e solubilidade foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O numero méaximo possivel pra o grau de substituicdo é 3, pois trés unidades
hidroxilas estdo potencialmente disponiveis, e o grau de substituicao (GS) obtido
do amido foi de 0,65, sendo esse um resultado muito satisfatorio, tendo em vista
gue muitos amidos modificados existentes no comércio apresentam grau de
substituicdo inferior a 0,2 (RUTEMBERG; SOLAREK, 1984).Informacdes sobre
reacdes de desidratacdo, oxidacdo e degradacdo podem ser obtidas a partir da
analise termogravimétrica (TG), caracterizada como a variacdo de massa da
amostra (perda ou ganho) em funcdo da temperatura ou tempo (CANEVAROLO,
2003). A curva de TG, na regido de 25 a 400°C, do amido nativo e do
enzimaticamente modificado estd apresentada na Figura 1.

A perda de massa em temperatura abaixo de 1002C pode ser atribuida a
evaporacdo da agua, enquanto de 100°C até a temperatura inicial de
decomposicdo, a perda de massa possa ser em decorréncia da volatilizacdo de
agua e glicerol (JIUGAO et al., 2006). Tanto para o amido nativo quanto para o
modificado, a degradacdo térmica ocorre em uma Unica etapa, proxima a 3009C.

No entanto, o amido modificado apresentou temperatura de degradacdo
térmica ligeiramente menor que o nativo.
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Figura 1 — Curva termogravimétrica (TG)do amido nativo e modificado
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Fonte: Autoria prépria (2018)

A modificacdo do amido via esterificagdo enzimdtica levou ao enxerto de
grupos ésteres em substituicdo das hidroxilas presentes no amido nativo. A
cadeia hidrocarbonica do acido oleico pode exercer um impedimento estérico
gue responde pela reducdo das interagdes intermoleculares do tipo ligacGes de
hidrogénio entre as cadeias de amido, diminuindo assim a estabilidade térmica
do amido e comprovando a modificagdo via catdlise enzimatica.

O possivel impedimento que pode ter favorecido a obtencdao de amido com
menor estabilidade térmica, justifica a formacdo de filmes com maior
alongamento na ruptura, conforme observado na Tabela 1. H4 de se considerar
ainda que o enxerto de grupos éster (essencialmente mais hidrofébico quando
comparados a hidroxila) justificam, ainda que sem diferenca significativa (p=>0,05)
a producdo de filmes com menor solubilidade em agua.

Tabela 1 — Propriedades dos Filmes

C 14,97+0,30* | 160,63+74,83% | 1,65+0,07° | 72,35+15,92°
Lip 15,69+1,99* | 105,80+10,35% | 3,54+0,33% | 279,42+49,74?

Fonte: Autoria propria (2018).

Notas:
W: umidade; Sw: solubilidade em 4&gua; T: resisténcia a tragdo; €: alongamento na
ruptura.
C: filme com amido nativo
Lip: filme com amido enzimaticamente modificado
a,b: Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas ao nivel de 5%
de significancia (p<0,05)
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CONCLUSAO

Apesar do GS apresentar um valor baixo, essa mudanca foi suficiente para
apresentar notdveis diferencas no amido e no filme. As mudancas obtidas nas
propriedades dos filmes foram satisfatérias, e mesmo assim novos estudos serdo
realizados afim de melhorar ainda mais suas propriedades, aumentando o leque
de opcdes para o uso do filme plastico. Também serdo realizados estudos com
outros acidos carboxilicos além do acido oleico, permitindo avaliar melhor como
a estrutura dos grupos ésteres enxertados no amido influenciam em suas
propriedades térmicas e mecanicas.
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