UTrer

Apucarana - PR

05, 06 e 07 de Novembro de 2018

XXl
SICITE

Semindrio de Iniciagao Cientifica e Tecnoldgica

Daniele Cardoso da Silva
danicardoso.07@hotmail.com
Universidade Tecnolégica Federal
do Parana, Apucarana, Parang,
Brasil

Luana Dumas Coutinho
luanadumas@uitfpr.edu.br
Universidade Tecnolégica Federal
do Parana, Apucarana, Parang,
Brasil

Alessandra Machado Baron
alessandrab@uitfpr.edu.br
Universidade Tecnolégica Federal
do Parana, Apucarana, Parand,
Brasil

Patricia Salomé&o Garcia
patriciagarcia@utfpr.edu.br
Universidade Tecnolégica Federal
do Parand, Apucarana, Parand,
Brasil

Milena Martins Andrade
milenaandrade @utfpr.edu.br
Universidade Tecnolégica Federal
do Parand, Apucarana, Parana,
Brasil

Recebido:31ago. 2018.
Aprovado:04out. 2018.

Direito autoral:

Este trabalho esté licenciado sob os
termos da Licenca
CreativeCommons-Atribuicdo 4.0
Internacional.

https://eventos.utfpr.edu.br//sicite/sicite2018

Utilizacao de residuos téxteis funcionalizados na
imobilizacaode lipases

Use of functionalized textile wastes in lipases
immobilization

RESUMO

Toneladas de residuos sélidos téxteis sdo gerados a cada ano. Uma parte é reaproveitada
na cadeia téxtil, mas outra parte é descartada de forma irregular, ocasionando impactos
ambientais. Uma possibilidade de reuso destes residuos é a utilizagdo como suporte na
imobilizagdao de enzimas, como lipases. Estas enzimas catalisam uma serie de reagbes e
devido a isso sdo amplamente utilizadas industrialmente. Este trabalho teve como
objetivo utilizar os residuos sélidos téxteis gerados pelos laboratérios da UTFPR de
Apucarana na imobilizagdo da lipase Botryosphaeriaribis EC-01. Estes residuos foram
funcionalizados com glutaraldeido para promover maior numero de interagdes
enzima/suporte. A enzima foi produzida em condi¢do otimizada que utiliza torta de soja e
glicerol e concentrada com (NH,;),SO4 a 20% (m/v). As concentragdes avaliadas do agente
bifuncional, o glutaraldeido foram de 1, 2 e 3% (v/v). Dentre os dois residuos testados, a
maior atividade enzimatica foi obtida com a imobilizacdo da enzima em tecido nao
beneficiado (TNB) com 1% (v/v) de glutaraldeido no tempo de 5 horas (40,3t
0,35U/8suporte)- A vantagem do glutaraldeido é a obtengdo de uma ligagdo cruzada (cross-
linking) estavel entre enzima/suporte. Este trabalho apresentou evidéncias de que
residuos téxteis sdo alternativas vidveis para produzir um biocatalisador reutilizavel,
diminuindo os custos de sua aplicacao.

PALAVRAS-CHAVE:Residuos téxteis. Cross-linking. Biocatalisador.

ABSTRACT

Every year tons of solid textile wastes are generated. Only one part is reused in the textile
chain, but another part is irregular disposed, causing environmental impacts. A possibility
of reuse of these residues is to use them as support in the immobilization of enzymes,
such as lipases. These enzymes catalyze a number of reactions and because of this are
widely used industrially. This work aimed to use solid textile waste from UTFPR Apucarana
laboratories in the immobilization of Botryosphaeriaribis EC-01 lipase. These residues
were functionalized with glutaraldehyde to promote greater number of enzyme / support
interactions. The enzyme wasproduced under optimized conditions using soybean meal
and glycerol and concentrated with 20% (m/v) (NH,4),SO,. Glutaraldehyde concentrations
evaluated were 1, 2 and 3% (v/v). Among the two residues tested, highest enzymatic
activity was obtained with enzyme immobilization in non-benefited fabric (TNB) with
glutaraldehyde 1% (v/v) with 5 hours of contact (40.3 + 0.35 U/g support)- The advantage of
glutaraldehyde is to obtain a stable cross-linking between enzyme and support. This work
presented evidence that textile residues are viable alternatives to produce a reusable
biocatalyst, reducing the costs of its application.

KEYWORDS:Textile residues.Cross-linking. Biocatalyst.
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INTRODUCAO

No Brasil, o setor téxtil, abrange mais de 30 mil empresas que utiliza fios,
tecelagens, confeccdes e fibras para fabricacdo de seus produtos. Cerca de 10%
de tecido é desperdicado no setor de corte, que na maioria das vezes é
incorporado ao custo do produto. Este material descartado muitas vezes nao é
reaproveitado e gera cerca de 175 mil toneladas/ano de residuos,
comprometendo os recursos naturais (ULIANO et al., 2013; ALENCAR et al., 2015)
e necessita uma destinacdo adequada.

Uma forma de reaproveitamento desses residuos é utiliza-lo na imobilizacao
de enzimas. Uma das enzimas mais utilizadas industrialmente sdo as lipases que
na industria téxtil sdo utilizados para remover lubrificantes do tecido e melhorar
o processo de tingimento e também em processos de biopolimento de jeans e
outros tecidos de algoddo (SHARMA et al., 2001; HASAN et al., 2006).

As lipases (EC 3.1.1.3; triacilglicerolacilhidrolases) catalisam reag¢des de
hidrdlise, esterificacdo, interesterificagdo, transesterificacdo, amindlises, entre
outras (JAEGER; EGGERT, 2002; SHARMA et al., 2011). Estas enzimas sdo
produzidas por plantas, animais e micro-organismos (SHARMA et al., 2001).
Dentre os micro-organismos produtores de lipases, as lipases fungicas sdo
preferiveis por serem extracelulares, o que reduz o custo de extracdo da enzima e
ainda, exibem maior estabilidade e especificidade pelo substrato em diversas
condigdes fisico-quimicas (MEHTA et al., 2017).

O fungo Botryosphaeriaribis EC-01 foi descrito como bom produtor de lipases
em Oleos vegetais (MESSIAS et al., 2009) e em tortas vegetais, como a torta de
soja (ANDRADE et al., 2013). O uso de torta de soja contribui para diminuir os
custos de produgdo desta enzima, j& que na regido norte do Parand existe
diversas industrias extratoras de éleo de soja, portanto disponibilidade da torta
vegetal. A producgado de lipases por B. ribis EC-01 foi otimizada por planejamentos
fatoriais, utilizando torta de soja e glicerol como substrato e os custos baseado
nos nutrientes foi de USS$ 0,42 o litro de meio (ANDRADE et al., 2013).

Estas enzimas geralmente sdo utilizadas na forma imobilizada que permite a
sua recuperacao e reutilizagcdo. Diversas técnicas podem ser empregadas na
imobilizacdo de enzimas, dentre elas podemos destacar a ligagdo cruzada (cross-
linking) da enzima com o suporte, utilizando agentes funcionais como o
glutaraldeido (VILLENEUVE et al., 2000).

Portanto, este trabalho teve como objetivo desenvolver um biocatalisador
de baixo custo pelo reaproveitamento de residuos téxteis funcionalizados com
glutaraldeido para imobilizar lipases, produzidas por BotryosphaeriaribisEC-01 em
torta de soja em condicGes de fermentagdo submersa.

MATERIAL E METODOS

MATERIAL

A torta de soja foi doada pela IMCOPA Importacdo, Exportacdo e Industria de
Oleos S.A (Cambé-PR). O padrio palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) foi adquirido
de Sigma-Aldrich (EUA). O glutaraldeido 50% foi adquirido de FlukaAnalytical
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(EUA). Os residuos téxteis foram provenientes dos Laboratérios de Pesquisa e
Desenvolvimento e de Producdo do Vestudrio da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana, Campus Apucarana. Os demais reagentes utilizados foram de
grau analitico.

PRODUCAO DO INOCULO E OBTENCAQ DAS ENZIMAS LIPASES

Botryosphaeriaribis EC-01 (GenBankAccessionNumber DQ852308) foi
mantido em meio Batata Dextrose Agar (BDA) inclinado a 4°C e repicado
trimestralmente. B. ribis EC-01 foi transferido do meio de manutenc¢do para
placas de Petri com VGA (Vogel (1956), glucose 1% (m/v) e dgar)e incubadas a 28
+ 2°C por 5 dias. Apds este periodo, esferas (0,7 cm de didmetro) com hifas do
fungo foram cortadas e inoculadas em frascos de Erlenmeyer(125 mL) com 25 mL
de meio otimizado por Andrade et al. (2013) composto por 2,37% (m/v) de torta
de soja e 4,5% (v/v) de glicerol PA. Os cultivos permaneceram em agitacdo (180
rpm) por 5 dias a 28°C, e interrompidos por centrifugagdo (5000 rpm/15 min). Os
extratos brutos livres de células foram parcialmente purificados por precipitacao
com (NH.),S0,4 (20%, m/v), dialisados e armazenados a 4°C.

FUNCIONALIZACAO DOS RESIDUOS TEXTEIS COM GLUTARALDEIDO

Dois tipos de residuos téxteis foram utilizados. Um residuo téxtil proveniente
de algoddo cru sem tratamento (ndo beneficiado — TNB) e outro proveniente de
algoddo beneficiado (TB). Em frascos Erlenmeyer de 125 mL, 30 amostras (1x1
cm) de cada residuo téxtil foram adicionadas, separadamente. A ativagao desses
residuos com glutaraldeido (GA) foi realizado deixando-se em contato com 50 mL
de glutaraldeido a 1, 2 e 3% (v/v), durante 24h em agitador orbital a 25°C e 150
rom. Apds esse tempo, o suporte for lavado com agua deionizada, liofilizados e
armazenado para posterior imobilizacdo.

IMOBILIZAGAO DE LIPASES EM RESIDUO TEXTIL FUNCIONALIZADO

A imobilizacdo foi realizada deixando-se em contato 7 amostras de tecido
funcionalizados com GA (aproximadamente 0,160 g de TNB e 0,288 g de TB) com
5 mL de solugdo enzimatica em tampdo fosfato pH (11,8 U/mL) em frascos
Erlenmeyerde 50 mL. Os frascos permaneceram em agitador orbital a 150 rpm,
25°C e em intervalos de tempo estipulados (1h, 2h e 5h) os frascos foram
retirados e seu conteudo filtrado a vacuo. O imobilizado foi lavado duas vezes
com tampao fosfato pH 8,0 (0,2 M), e 4dgua destilada e liofilizados. A atividade
enzimatica foi determinada no derivado e no sobrenadante.

DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE DE LIPASE E DETERMINACAO DE PROTEINAS

As atividades da lipase livre e imobilizada foram determinadas
espectrofotometricamente, utilizando-se p-NPP como substrato, em pH 8,0, 55
°C, 2 min e 410 nm (MESSIAS et al., 2009). A unidade de lipase foi definida como
a liberacdo de 1umol de p-NPP por min, por mL da solu¢do de enzima. A
concentracdo de proteinas extracelulares foi determinada pelo método de
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Bradford (1976). A albumina de soro bovino foi utilizada como padrdo para
construgdo de uma curva analitica (0 — 250 mg/mL).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As lipases microbianas, as mais utilizadas industrialmente, sdo obtidas
principalmente por fermentacdo submersa (FSub) em um meio muitas vezes
complexo dependente de fatores como temperatura, agitacdo, fontes de
carbono, nitrogénio, fosfato, lipideo, entre outros (SHARMA et al., 2001).

O meio utilizado é o principal fator que encarece o pre¢o da enzima. A
producgdo de lipase por Botryosphaeriaribis EC-01 foi otimizada por Andrade et al.
(2013), com 2,37% (m/v) de torta de soja e 4,5% (v/v) de glicerol, fazendo com
que a producdo desta enzima seja US S 0,42 por litro de meio. A torta de soja é
rica em proteinas (47,5%) constituindo um substrato viavel para crescimento de
micro-organismo e produc¢do de enzimas (RAMACHANDRAN et al., 2007).A Tabela
1 apresenta os resultados obtidos na producdo desta enzima em condi¢do
otimizada previamente antes e apds o tratamento com (NH,),SO, e apds a didlise
contra agua deionizada.

Tabela 1 —Producdo de lipase por Botryosphaeriaribis EC-01 e precipitagdo com
sulfato de amonio

Amostra u/mL U/mg
Extrato bruto 47,6 £ 1,63 154 £ 5,29
Lipase ap6s concentracio (20%, m/v (NH,),SO0.) 85,0 + 4,66 231+12,7
Lipase apds concentracdo e didlise 133 +0,05 383 +4,31

Fonte: Autoria propria (2018).

O valor de 47,6 U/mL alcancado com a producdo de lipases em condigdo
otimizada foi considerado satisfatério, j& que o valor predito apontado pelo
modelo para esta condicdo é de 72 U/mL (ANDRADE et al., 2013). S3o diversas as
variaveis que afetam a producdo de enzimas como as lipases. A agitacdo é um
dos fatores que exerce forte influéncia (SOOCH; KAULDHAR, 2013). Mesmo a
agitacdo ser fixa (180 rpm), a otimizacdo da producdo foi avaliada em
equipamento diferente ao utilizado neste trabalho, sendo esta, uma possivel
explicacdo para a produgdo desta enzima ser diferente a obtida anteriormente.
Apods o tratamento com 20% (m/v) de (NH,4),SO, a atividade enzimdtica quase
dobrou (85,0 U/mL), indicando que a enzima de interesse foi precipitada e
passando para 133 U/mL apds a retirada do sal com o processo de didlise. A
atividade especifica aumentou 2,5 vezes ao final do processo (383 U/mg),
demonstrando que o processo de concentracao desta enzima foi eficiente.

Uma solucdo desta enzima foi preparada e utilizada para imobilizacdo em
residuos téxteis funcionalizados com glutaraldeido. Os resultados estdo na Tabela
2.A maior atividade enzimatica foi obtida com a imobilizacdo da enzima em TNB
funcionalizado com 1% (v/v) de glutaraldeido no tempo de 5 horas (40,3 + 0,35
U/g ). O aumento da concentracdo do agente bifuncional (acima de 1%, v/v)
influenciou negativamente, reduzindo a quantidade de enzima imobilizada. Com
0 aumento do tempo houve também aumento na atividade da enzima
imobilizada, na maioria dos experimentos. O tempo de contato e a concentragdo
do agente de funcionalizagdo sdo alguns dos fatores que determinam a eficiéncia
do processo. O aumento do tempo ou o uso de altas concentragdes podem gerar
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extensas reticulagbes (MENDES et al.,, 2011). Altas concentragbes de
glutaraldeido podem induzir distor¢des na estrutura da enzima, afetando sua
atividade biolégica (MIGNEAULT et al., 2004).

Tabela 2 — Imobilizagdo da lipase de Botryosphaeriaribis EC-01 em residuo téxtil
funcionalizado

Residuo téxtil Concentracdo de Atividade de lipase (U/g suporte)
glutaraldeido 1h 2h 5h

TNB 1% 249+2,14 21,3+1,21 40,3+0,35

2% 12,8 +0,18 13,8+ 0,10 13,8 +1,52

3% 7,95 +0,87 10,6 + 0,52 14,2+ 0,91

B 1% 2,67 +0,33 16,7 +1,13 7,54 +£1,09

2% 2,45+0,61 5,35+0,51 6,27 £ 0,29

3% 3,10 £ 0,25 4,34+0,24 4,58 + 0,09

Fonte: autoria prépria (2018).

O residuo téxtil TNB é conhecido como algoddo cru que ainda ndo passou
pelo processo de desengomagem que tem por finalidade a retirada da “goma”
aplicada aos fios para facilitar o processo de tecimento (SENAI, 2018). Esta goma
gue geralmente é de amido interfere na hidrofilicidade do tecido, caracteristica
importante para receber o corante. O amido presente na superficie do residuo
TNB parece ter favorecido a imobilizagdo por ligagdo cruzada, ja que possui varios
grupos hidroxila (OH), assim como a superficie do tecido, composta por celulose,
um polimero de glicose. Esses grupamentos OH livres, tanto do tecido como do
amido, favorecem a ligacdo cruzada entre o glutaraldeido e o suporte, ja que o
glutaraldeido tem a capacidade de reagir com diversos grupamentos, incluindo o
grupamento hidroxila (MIGNEAULT et al., 2004). Desta forma, o residuo TB
apresentou os menores valores de atividade de enzima imobilizada, ja que os
grupamentos hidroxila presentes estdo em menor quantidade, promovendo
menor numero de ligacdes cruzadas. Possivelmente neste caso a imobilizagdo se
deu também por adsor¢do, mas a superficie hidrofilica do suporte desfavoreceu a
imobilizacdo, que é realizada com solucdo aquosa da enzima.

Existem poucos relatos na literatura que utilizam tecido de algodao
funcionalizados com glutaraldeido para imobilizar enzimas. Uma 8-galactosidade
foi imobilizada em tecido de algodao utilizando glutaraldeido como agente de
cross-linking. A enzima imobilizada foi utilizada para hidrolisar lactose de leite
integral e cerca de 95% de hidrdlise foi obtido apds 2 horas (LI; ZHOU; CHEN,
2006). Desta forma, o suporte em estudo pode ser futuramente aplicado como
biocatalisador, consistindo em uma forma viavel economicamente, reduzindo os
custos da biocatalise devido a possibilidade de reuso.

CONCLUSOES

A lipase de B. ribis EC-01 foi produzida e concentrada de forma eficiente
evidenciado pela alta atividade especifica ao final do processo. A imobilizacdo
desta enzima em residuos téxteis alcancou maximo de atividade utilizando o
tecido ndo beneficiado funcionalizado com 1% (v/v) de glutaraldeido com 5 horas
de contato. Este biocatalisador é promissor para futuras aplicacbes, e ainda,
agrega valor a estes residuos.
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