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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi a produgdo de filmes biodegradaveis para a imobilizacdo de lipases. Foram
estudados dois tipos de filmes, um contendo amido de milho e alcool polivinilico (AM-PVOH) e outro
contendo amido de milho e k-carragena (AM-PVOH-C). Os filmes foram produzidos por casting e
caracterizados quanto a espessura e solubilidade em n-hexano. A lipase de Burkholderia lata foi
imobilizada por adsorcdo sendo a eficiéncia de imobilizacdo e a retencdo da atividade calculada pela
hidrélise de palmitato de p-nitrofenila (pNPP). Os filmes apresentaram espessura entre 200 e 260 um
sendo a solubilidade menor (5,82 = 0,82%) para o filme AM-PVOH, quando comparada com a
solubilidade do filme com x-carragena (11,60 * 3,61%). A atividade da lipase ap6s a imobilizacao foi de
0,79 + 0,01 U mg™ para a lipase imobilizada AM-PVOH e 0,77 + 0,008 U mg™ para o filme AM-PVOH-
C, sendo a eficiéncia de imobilizacdo acima de 90% para os dois filmes. Houve ativacdo da enzima, pois a
retencdo foi acima de 100% para ambos os filmes. Os filmes podem ser considerados como suportes
promissores na imobilizacdo enzimatica.

Palavras-chave: lipase, imobilizacdo, amido, k-carragena.
ABSTRACT

The objective of this work was the production of biodegradable films for lipase immobilization. Two
types of films were studied, one containing corn starch and polyvinyl alcohol (AM-PVOH) and the other
containing corn starch and x-carrageenan (AM-PVOH-C). The films were produced by casting and
characterized for thickness and solubility in n-hexane. Lipase from Burkholderia lata was immobilized by
adsorption and the immobilization efficiency and activity retention were calculated by hydrolysis of p-
nitrophenyl palmitate (pNPP). The films had a thickness between 200 and 260 pum and the solubility was
lower (5.82 + 0.82%) for the AM-PVOH film, when compared to the solubility of the film with «-
carrageenan (11.60 + 3.61%). The lipase activity after immobilization was 0.79 + 0.01 U mg™ for the
immobilized lipase AM-PVOH and 0.77 + 0.008 U mg™ for the AM-PVOH-C film, being the efficiency
of immobilization above 90% for both films. There was enzyme activation as retention was above 100%
for both films. Films can be considered as promising supports for enzymatic immobilization.

Keywords: lipase, immobilization, starch, mycelium, k-carrageenan.

1 INTRODUCAO

As lipases sdo amplamente utilizadas em varios setores, como inddstria de alimentos, fabricacdo de
papel, produtos lacteos, industrias de detergentes e couro, industria farmacéutica (ibuprofeno, naproxeno),
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cosméticos, hidrolise de gorduras e 6leos e sintese de detergentes biodegradaveis, produtos agricolas
(pesticidas e insetos), surfactantes e combustiveis (RAFIEE e REZAEE, 2021).

Apesar do alto potencial das lipases, suas aplicacdes em geral sdo limitadas devido ao fato de que as
enzimas na forma livre tém natureza instavel e vida Gtil curta (KUO et al., 2012). Eles sdo muito sensiveis ao
meio ambiente condigbes de reacdo, tais como pH e temperatura e podem sofrer desnaturacdo sob essas
condigdes. Além disso, as enzimas na forma livre tendem a formar agregados, possuem baixa possibilidade
de recuperacao e reutilizacdo (BILAL, 2021). Portanto, 0 uso de enzimas imobilizadas é um dos melhores
métodos para superar esses problemas (PENCREAC’H et al, 1997, KATCHALSK-KATZIR, 1993;
TELEFONCU et al., 1990).

Dentre as caracteristicas importantes de um suporte para imobilizar enzimas estdo a ndo toxicidade,
alta capacidade de carga, porosidade e area superficial elevada, alta biocompatibilidade, alta afinidade por
proteinas, biodegradabilidade, solubilidade, flexibilidade para preparacdo em diferentes configuracdes
geométricas, a fim de contribuir com permeabilidade ao sistema, capacidade de preservar os sitios
enzimaticamente ativos, resisténcia a contaminagdes bacterianas, disponibilidade, baixo custo e ser
ecologicamente correto (GORECKA et al., 2011; KRAJEWKA, 2004). A utilizacdo de biopolimeros vem
ganhando uma posi¢do de destaque nos ultimos anos devido as suas caracteristicas unicas, incluindo nédo
toxicidade, biodegradabilidade, excelente afinidade por proteinas (HORCHANI et al., 2012; TISCHER et al.,
1999), além de serem renovaveis e abundantes.

Tendo em vista a preocupacao com a utilizacdo de suportes ecoamigaveis, o objetivo deste trabalho foi
produzir suportes biodegradaveis, na forma de filmes contendo amido, alcool polivinilico e k-carragena, para
imobilizar lipases de Burkholderia lata. Ndo ha relatos na literatura, até o momento, envolvendo estudos
com a utilizacdo de suportes biodegradaveis contendo a blenda citada. O amido compreende estruturas de
amilose linear e amilopectina ramificada. A amilose (105 g/mol) é composta por unidades a-1,4 de glicose.
Essa porcdo suporta a capacidade de formacdo de filme. A amilopectina (106-107 g/mol) é formada por
unidades de glicose a-1,4 ligadas por ligagdes B-1,6. A alta massa molecular da amilopectina reduz a
mobilidade das cadeias poliméricas em solu¢do, resultando em uma alta viscosidade. Grupos hidroxila no
amido sdo responsaveis pelas ligacbes H que mantém as cadeias de amido juntas, promovendo a
insolubilidade aquosa. O amido termoplastico (TPS) é formado a medida que os granulos de amido sdo
gelatinizados com um plastificante (como glicerol) em excesso de agua a temperaturas entre 60 e 100 °C. O
alcool polivinilico € um polimero sintético soltvel em agua e com excelente capacidade de formacdo de
filmes, poder emulsificador e adesivo. A k-carragena tem uma estrutura linear sulfatada, ou seja possui
cargas negativas, obtida a partir da alga vermelha. E composta de unidades D-galactose e 3,6-anidro-D-
galactose ligados por ligagdes a-1,3 e p-1,4-glicosidicas (BARIZAO et al., 2020). As cargas negativas da -
carragena podem auxiliar na imobilizacdo por adsorcdo ibnica, tornando a interagcdo enzima-suporte mais
forte em comparacéo a adsorcao fisica.
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2 METODO

2.1 Produgéo e caracterizacgéo dos filmes

Os filmes foram produzidos adicionando 150,4 mL de agua destilada em um béquer de 500 mL e
dissolvendo 1,6 mL de glicerol com agitacdo magnética. Ap6s, foram adicionados os polimeros, com uma
mistura a seco, 1,6 g de acido polivinilico (PVOH) e 4,8 g de amido de milho. Para os filmes de k-carragena
(AM-PVOH-C) adiciona-se 1,6 g de cararagena aos polimeros. Apo6s a total adicdo, a mistura foi mantida
sob agitacdo por 20 minutos, sem aquecimento. Apés este tempo a solucdo foi aquecida até 90°C e mantido
nesta temperatura por 30 minutos, com agitacdo constante. Ap6s o término do aquecimento a solugdo foi
dividida igualmente em duas placas de Petri (didmetro de 150 mm) e levadas para a estufa com circulagdo de
ar a 40°C por 16 horas.

Os filmes foram caracterizados quanto a espessura, utilizando um micrémetro digital eletrénico (0-25
mm com resolucdo de 0,001 mm/YST, modelo tech/YUANLS-H4024). Dez medicBes aleatérias foram
realizadas nos filmes, usando areas de aproximadamente 9,6 cm%3,5 cm de didmetro.

A solubilidade dos filmes foi realizada em n-hexano, solvente apolar, pois durante o procedimento de
imobilizacdo o filme necessita ser enxaguado para remover as lipases ndo adsorvidas. Entretanto, estes
filmes possuem alta solubilidade em 4gua (BARIZAO et al., 2020) e por isso utilizou-se um solvente apolar
a fim de minimizar este inconveniente. Os filmes cortados em quadrados (1 x 1 cm) foram pesados (0,30
gramas por teste), colocados em placas de Petri, e levados para a estufa a 103°C por 24 horas. Apoés, 0s
filmes foram pesados (0,05 g) e transferido para um erlenmeyer de 25 mL contendo 5 mL de n-hexano e
levado ao shaker a 25°C, 100 rpm por 24 horas. Os filmes foram separados por filtragdo simples e levados a
estufa a 103°C por 24 horas. Os filmes foram pesados e a solubilidade (S) foi calculada a partir da equacéo 1.

A solubilidade (S) foi calculada pela Eq. (1):
5 == x100 (1)

o

Onde My: massa inicial (sem umidade); M massa final (apds o contato com o solvente n-hexano).
2.4 Imobilizac&o de Lipases

Para a imobilizagdo, os filmes foram recortados em uma placa de Petri de 8 cm de didmetro, 4 mL de
uma solucdo enzimatica (lipase de Burkholderia lata), preparada em tampéo fosfato pH 7, 0,05 mol L™
contendo 30% de isopropanol, foi depositada sobre a superficie do filme e levado a estufa por 1 hora e 30
minutos (40°C). Apos, foi adicionado mais 4 mL do outro lado do filme e levado para a estufa novamente
por 1 hora e 30 minutos (40°C). Apds a secagem total, o filme foi enxaguado com 3 mL de n-hexano para
remover as lipases ndo adsorvidas, apds secagem a temperatura ambiente por 2 h o filme foi cortado em
quadrados de 0,5x0,5 cm e armazenados a 4°C. Apoés evaporacdo do n-hexano & temperatura ambiente (2 h) ,
0 recipiente foi enxaguado com solucdo tamp&o pH 7, 0,05 mol L™ e a atividade enzimética deste
sobrenadante foi determinada.

A eficiéncia de imobilizagdo (E) foi obtida pela Eq. (2) e a retengdo de atividade (R) foi obtida pela Eq.
(3):

https://eventos.utfpr.edu.br/sicite/sicite2021 3



XI Semindrio de Extensdo e Inovagao
XXVI Semindrio de Iniciagdo Cientifica e Tecnolégica
08 a 12 de Novembro - Guarapuava/PR

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA|

SEI-SICITE 2021 CAMPUS GUARAPUAVA
Pesquisa e Extensdo para um
mundo em transformacdo
(Atj—Ar-).100
E_‘IZI [ S —
% an ()
Ag.100
R% =
% =" (3)
Onde:

Ay atividade total da solucdo enzimatica antes da imobilizacdo frente pNPP (U);

A atividade total da solucdo enzimatica ap6s a imobilizacdo (sobrenadante) frente o pNPP (U);
Ay: atividade experimental observada da enzima imobilizada (U mg™ de suporte);

Aq: atividade teérica da enzima imobilizada (U mg™ de suporte).

A atividade tedrica foi calculada através da Eq. (4):
A= Api—Ars
;= B
™

Onde m: massa do suporte (mg) usada no processo de imobilizacéo.

(4)

2.5 Determinacgéo da atividade enzimatica

Para determinar a atividade das solu¢cdes enzimatica, antes e apds a imobilizacdo e atividade das enzimas
imobilizadas, foi utilizado o método de hidrélise de palmitato de p-nitrofenila (pNPP) (WINKLER,;
STUCKMANN, 1979). Para a atividade das solugdes utilizou 0,9 mL de meio reacional, preparado a partir
da mistura de 0,1 mL da solu¢do A (3 mg de palmitato de p-nitrofenila em 1 mL de isopropanol) com 0,9 mL
solugdo B (2 g de Triton X-100; 0,5 g de goma arabica, em 450 mL de tampéo fosfato 0,05 mol L™ pH 8,0).
Aos 0,9 mL do meio reacional, adicionou-se 0,1 mL de tampdo (para o branco) ou 0,1 mL da solu¢do
enzimatica para as amostras. A reacdo foi acompanhada em cubeta de 1 mL em espectrofotdmetro (Agilent
Tecnologies, modelo Cary 60 UV-VIS), por 1 minuto (40°C, 410 nm). A atividade foi calculada conforme a
Eg. 5. A unidade foi definida como (U mL™), onde U é 1 pmol de pNPP produzido por minuto por mL da
solucdo enzimatica.

CA=FD
2V

Atividade = (5)

Onde CA: coeficiente angular da reta (Abs x tempo em min); FD: fator de diluicdo; &: coeficiente de
extingdo molar para tamp&o fosfato pH 8: 1,5.10* (L mol™ cm™); V: volume da solucéo enzimatica (mL).

Para a atividade da enzima imobilizada usou-se 5 mL de meio reacional e aproximadamente 1 mg da
enzima imobilizada, a reacdo ocorreu em erlenmeyer de 25 mL em banho Maria (40°C) e retiradas aliquotas
a cada minuto, por 5 minutos, para leitura em espectrofotdmetro (410 nm). A atividade foi calculada
conforme Eq. 6. A unidade foi definida como (U mg™), onde U é 1 umol de pNPP produzido por minuto por
miligrama de filme contendo lipase.

Os ensaios foram realizados em triplicatas.

CA=WV

Atividade = (6)

Onde CA: coeficiente angular da reta; V; volume do meio reacional (mL); : coeficiente de extingdo molar
para tampao fosfato pH 8: 1,5.10* (L mol™ cm™); M_: massa da enzima imobilizada (mg).

g+ Mg
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3 RESULTADOS

A espessura dos filmes ficou entre 200 e 260 um e a solubilidade em n-hexano foi menor (5,82 +
0,82%) para o filme AM-PVOH, quando comparada com a solubilidade do filme com «k-carragena (11,60 £
3,61%). Este teor pode ser considerado baixo quando comparado a solubilidade do mesmo filme em agua
(proxima de 60%) (BARIZAO et al., 2021). A baixa solubilidade do filme em n-hexano permitiu a adaptagio
do processo de imobilizacdo enzimatica. Ap6s a imobilizacdo, é importante que o suporte (filme) seja
enxaguado para remover as enzimas que ficaram adsorvidas fracamente ou que ndo foram adsorvidas.

A eficiéncia de imobilizacdo, a atividade tedrica e a observada estdo na tabela 1. Observa-se que a
atividade da lipase de B. lata ap6s a imobilizagdo foi de 0,79 + 0,01 U mg™ para a lipase imobilizada AM-
PVOH e 0,77 + 0,008 U mg™ para o filme AM-PVOH-C, sendo a eficiéncia de imobilizacdo acima de 90%
para os dois filmes. A retencdo da atividade (R) foi acima de 100% para ambos os filmes, indicando ativagao
da enzima apds a imobilizag&o.

Tabela 1 — Eficiéncia de Imobilizacéo (E%), At, Ao € Retencéo de Atividade (R%0).

Suporte E% A7 (U mg?) Ao (Umg?) R%
AM-PVOH 94 0,088 0,79+£0,01 890
AM-PVOH-C 98 0,10 0,77 £0,008 770

Fonte: Autoria prépria (2021)

A k-carragena possui cargas negativas (grupos sulfatos) em sua estrutura, para haver uma imobilizacéo
por adsorcdo idnica, € necessario conhecer o ponto isoelétrico (PI) da lipase utilizada neste trabalho (B. lata)
e adequar a solucdo tampdo onde a enzima € preparada de forma que a carga residual seja contréria a carga
da k-carragena. Entretanto, como o Pl da referida lipase ndo foi determinado, investigou-se o Pl de outra
lipase semelhante (B. cepacia; Pl de 6,0) (PADILHA, 2010). Ou seja, para tais lipases adquirirem uma carga
residual positiva, precisam estar preparadas em tampao com pH abaixo de 6,0. No caso da imobilizacdo da B.
lata (nosso trabalho), a solucdo enzimatica, foi preparada em pH 7,0, sendo possivel que as interacGes
enzima-suporte tenham ocorrido por adsor¢do fisica para os dois tipos de filme. Isto justificaria a semelhanca
nos resultados obtidos. Por isso, em ensaios futuros, sera investigada a imobilizacdo, preparando a solucgéo
enzimatica em pH 5,0.

4 CONCLUSAO

Foi possivel imobilizar lipases de B. lata em biofilmes, com ativacdo ap6s a imobilizagdo, por isso
estes estudos terdo continuidade a fim de verificar outros parametros que interfiram na imobilizacdo da B.
lata.
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