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RESUMO

O uso de biocatalisadores na industria vem crescendo nos ultimos anos em razao das inlimeras
vantagens. No entanto, a possibilidade de seu reaproveitamento em determinados processos
industriais tem levado a muitas pesquisas sobre sua imobilizagdo em suportes de baixo custo e
com caracteristicas adequadas para cada aplicagdo. Com esse foco, o presente trabalho
apresenta a proposta de imobilizagdo da enzima Lipase de Candida rugosa Tipo VII no
suporte lignocelulosico de fibra de epicarpo de coco babagu para a obtengdo de um futuro
biocatalisador com emprego em reacdes que envolvem catdlise de triglicerideos. A fibra do
epicarpo do coco babagu foi tratada utilizando-se oxidagdao por perdxido de hidrogénio em
meio alcalino e caracterizada por espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier. A lipase foi imobilizada por adsorg¢ao fisica ao suporte em dois momentos distintos e
sob algumas mudancas experimentais. As atividades hidroliticas da enzima livre e dos
derivados imobilizados foram calculadas, assim como o Rendimento de Imobilizagdo (RI%),
a Atividade Teoérica (Atei) € a Atividade Recuperada (At..pes) de cada um deles. As
condig¢des reacionais para a determinacdo de todos esses parametros foram as temperaturas de
30, 35, 40, 45, 50 e 55°C, pH 7 e concentracdo de solucdo enzimatica de 10mg/mL. A
atividade hidrolitica da enzima livre teve seu maior valor na regido de 35- 40°C, enquanto que
para os derivados da primeira e segunda imobilizagdo foram 30°C e 50°C, respectivamente.
Os mais altos valores de Rendimento de Imobilizagdo e Atividade Recuperada para ambos os
derivados também foram, respectivamente, em T= 30°C e T = 50°C. As Atividades tedricas
para os dois derivados seguiram a tendéncia esperada de T = 35°C - 40°C. A primeira
imobilizacao da lipase gerou derivados que conservaram regularidade nos valores de atividade
hidrolitica e demais parametros ao longo do procedimento, enquanto que a segunda, nao;
sugerindo que a imobilizacdo de lipase em epicarpo de coco babagu por adsorcdo e as
condi¢des mais favoraveis de operacdo dos derivados obtidos encontram-se passiveis de

maiores estudos em trabalhos futuros.

Palavras-chaves: Imobilizagdo.Lipase.Babacu.



ABSTRACT

The use of biocatalysts for the industry it grows on recently years due to the numerous
advantages. However, the possibility of rehabilitation at certain industrial processes has led to
a lot of research on its immobilization on low-cost supports with adequate characteristics for
each other application. In focus, this present work aims the proposal of immobilization of the
Lipase’s enzyme from Candida rugosa Type VII on the babassu’s coconut in epicarp fiber
lignocellulosic support to obtain a future biocatalyst with use in reactions involved by
triglyceride catalysis. This fiber from babassu’s coconut epicarp has treated and used
hydrogen peroxide oxidation in an alkaline solution and characterized by infrared
spectroscopy with Fourier transform. By the way the lipase was immobilized by physical
adsorption to the support at two different times and under some experimental changes. But,
the hydrolytic activities of the free enzyme and immobilized related products were calculated,
as well as the Immobilization Fixed (IF%), Theoretical Activity (Atucoreica) and The Recovered
Activity (At geoweea) Of €ach of them. Even though, the reaction conditions for the
determination of all these parameters were temperatures of 30, 35, 40, 45, 50 and 55 ° C, pH 7
and enzyme solution concentration of 10mg / mL. So, the hydrolytic activity of the free
enzyme had its greatest value in the region of 35-40 ° C, while for the derivatives of the first
and second immobilization they were 30 © C and 50 ° C, respectively. Also, highest values of
Immobilization Fixed and Recovered Activity for both related products were also,
respectively, at T = 30 © C and T = 50 ° C. Theoretical activities for the two derivatives
followed the expected trend of T = 35 © C - 40 ° C. Therefore, the first immobilization of the
lipase generated and related that maintained regularity in the values of hydrolytic activity and
other parameters throughout the procedure, while the second did not. It’s suggesting that the
immobilization of lipase in babassu’s coconut epicarp by adsorption and the more favorable
conditions than operation of the related products obtained are subject to further studies in

future works.

Keywords: Immobilization.Lipase.Babassu.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Lipases

Lipases (triacilglicerol acil hidrolases, EC. 3.1.1.3) sdo as enzimas que catalisam a
hidrolise das ligagdes éster de acilglicerois (preferencialmente os triacilglicer6is) de cadeia
longa (geralmente com numero > a 10 atomos de C), liberando consecutivamente acidos
graxos livres, diacilglicer6is, monoacilglicerdis e glicerol (DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004; RODRIGUES, 2009; MENDES, 2009). Ocorrem comumente
na natureza e sua origem pode ser animal, vegetal e microbiana (CASTRO et al., 2004).

Castro et al. (2004) enfatiza que a origem das lipases estd intimamente relacionada

com seu peso molecular, estabilidade a variagdes de pH e a sua termoestabilidade:

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando entre
20 a 75 KDa, a atividade em pH na faixa entre 4 ¢ 9 e em temperaturas
variando desde a ambiente até 70°C. Lipases sdo usualmente estaveis em
solugdes aquosas neutras a temperatura ambiente apresentando, em sua
maioria, uma atividade 6tima na faixa de temperatura entre 30 e 40°C.
Contudo, sua termoestabilidade varia consideravelmente em funcdo da
origem, sendo as lipases microbianas as que possuem maior estabilidade
térmica (CASTRO et al., 2004, p. 148).

1.1.1 Estrutura e mecanismo de atuagao

As lipases sdo enzimas do grupo das a//3-hidrolases, as quais possuem um nucleo
hidrofébico composto de uma folha 3 central que, por sua vez, ¢ formada por oito fitas /3
paralelas que se encontram conectadas por 6 a-hélice (CASTRO et al., 2004; CORTEZ;
CASTRO; ANDRADE, 2017). O sitio catalitico ¢ composto por uma triade catalitica dos
aminoacidos serina, 4cido aspartico (ou glutdmico) e histidina (DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Conforme mostra a Figura 1.

Figura 1:Representagao ilustrativa do sitio catalitico da lipase.
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Fonte: GONCALVES, 2018.

Essa triada catalitica ¢ protegida por uma tampa peptidica anfifilica, também chamada
de “lid” que possui formato de lago ou de a-hélice (DALLA-VECHIA; NASCIMENTO;
SOLDI, 2004; OZTURK,2001) (Figura 2).

Figura 2: Estrutura tridimensional da lipase nas conformagdes fechada (a) e aberta (b).

Fonte: RODRIGUES, 2009.

Quando a enzima interage com uma interface agua/lipidio ou um inibidor, a tampa
sofre uma modificagdo de conformacao expondo o sitio ativo ao substrato, isto ¢, a lipase
passa da conformagdo fechada (inativa) para a aberta (ativa) e, simultaneamente, a interacao
entre interface e enzima torna-se ainda mais facilitada, devido a elevada regido hidrofébica do
sitio ativo que ficou exposta. (CORTEZ; CASTRO; ANDRADE, 2017; DALLA-VECHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Esse mecanismo ¢ denominado de ativacao interfacial.

Conforme mostrado na Figura 3, a parte externa da “tampa” possui um carater um
tanto quanto hidrofilico, ja a interna possui o carater hidrofébico (OZTURK,2001). Assim
que a tampa interage com a interface, o substrato passa a ter livre acesso a regido hidrofobica

interna do sitio ativo, em razao da modificagdo conformacional sofrida pela “/id”.

Figura 3: Mecanismo de ativacdo interfacial da lipase.
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Sitio ativo
)
lid

|
¥
-
== zona hidrofobica

== zona hidrofilica

Lipase fechada Lipase abertae

e inativa . . ativada
Interface hidrofébica interfacialmente

Fonte: RODRIGUES, 2009

A acdo da enzima sobre o substrato ou, mais precisamente, a hidrdlise do substrato
ocorre em etapas (CORTEZ; CASTRO; ANDRADE, 2017; CASTRO, et al., 2004; JAEGER;
DIJKSTRA; REETZ,1999) como ilustrado na Figura 4.

Substrato




16

Figura 4: Mecanismo de reagdo de hidrolise de Lipase.
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— “a”: O residuo de serina ¢ ativado pela histidina adjacente de modo que o oxigénio
da hidroxila da serina faz o ataque nucleéfilo ao 4&tomo de carbono da carbonila na
ligacao éster do substrato e ocorre a formacao de um intermedidrio tetraédrico. A
estabilizacdo desse intermedidrio se da por meio de ligacdes de hidrogénio
realizadas com os 4tomos de nitrogénio dos residuos da cadeia principal;

— “b”: O residuo de histidina doa um préton e ha a clivagem do intermediario

tetraédrico com a liberagdo de alcool e um complexo acil-lipase ¢ formado;
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—  “¢”: O nitrogénio nucleofilico da serina captura um préton da molécula de agua
presente no sistema reacional e o grupo —OH formado ataca o carbono da
carbonila do intermediario acil enzima, originando um novo intermediario
tetraédrico;

— “d”: O residuo de histidina doa um proéton ao oxigénio da serina do intermediario
tetraédrico e ha o rompimento da ligagdo da serina com grupamento acila.

—  “e”: O acido carboxilico ¢é obtido € o biocatalisador € restaurado.

1.1.2 Reagdes catalisadas por lipases

As lipases, além da reacdo de hidrolise de triacilglicerideos, em que os mesmos
sdo convertidos em acidos carboxilicos através do consumo de moléculas de H,O, também
catalisam a reagdo inversa em condi¢gdes minimas de dgua: esterificacdo por meio da reagao
de um acido carboxilico com um alcool (CASTRO et al., 2004).

De acordo com Cortez, Castro e Andrade (2017), ambos os mecanismos podem
ser combinados logicamente de forma que outras reagdes (além de hidrolise e esterificacao)
também se processem:

(...) Os processos basicos de hidrolise e formacdo de ésteres (esterificagdo)
podem ser combinados em uma sequéncia logica para resultar em reagdes
denominadas interesterificagoes. Dependendo dos materiais de partida, pode
ocorrer uma reacdo de acidolise, na qual ocorre a transferéncia do
grupamento acila entre um acilglicerol e um acido carboxilico. Ainda pode
ocorrer uma alcoolise, na qual o grupamento acila ¢ transferido entre um
acilglicerol e um dalcool. Outra reagdo também possivel ¢ a
transesterificacdo, caracterizada pela troca de grupamentos acila entre dois
acilglicerois (...). As lipases também catalisam a reagdo de glicerdlise. Neste
caso, ocorre a interesterificagdo do triacilglicerol com glicerol. (CORTEZ;
CASTRO; ANDRADE, 2017, p.86).

A Figura 5 apresenta o esquema com essas reacoes.

Figura 5: Reagdes catalisadas por lipase.
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Fonte: CORTEZ; CASTRO; ANDRADE, 2017

1.1.3 Especificidade das lipases

Embora as lipases catalisem as reacdes citadas anteriormente, elas o fazem de maneira
especifica, a depender da molécula alcéolica ou acida do substrato (CORTEZ; CASTRO;
ANDRADE, 2017). Logo, podem catalisar o acilglicerol em diferentes regides. Em razao
disso, sdo classificadas em Lipases ndo especificas, Lipases 1,3 especificas e Lipases acidos
graxos especificos (CASTRO et al., 2004).

As Lipases ndo especificas catalisam os triacilglicer6is em posicdo aleatoria,
ocasionando na formacdo, desse modo, de 4cidos graxos livres, monoacilglicerois,
diacilglicerois e glicerol. Um exemplo desse tipo de lipase ¢ a obtida da levedura Candida
rugosa. Enzimas microbianas desse género t€ém recebido atengdo especial quanto a maiores
estudos para sua aplicagdo biotecnoldgica, segundo Gongalves Filho, Silva e Guidini (2019),

“devido a sua estabilidade, especificidade e facilidade de producao”.
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As Lipases 1,3, como o proprio nome sugere, clivam as moléculas de
triacilglicerideos nas posi¢des 1 e 3 liberando os acidos graxos dessas posi¢oes; €, por fim, as
Lipases acido graxos especificas sdo as lipases que tem preferéncia por hidrolisar ésteres que
contém acidos graxos de cadeia longa insaturada em cis no carbono 9 (CASTRO et al., 2004).

A Figura 6 apresenta um exemplo de cada tipo especifico de lipase.

Figura 6: Especificidade das lipases.
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1.2 Imobilizacao de enzimas
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Imobilizar enzimas ¢ definido como o procedimento segundo o qual a enzima ¢
delimitada ou confinada por meio de métodos fisicos e/ou quimicos a um suporte (ou matriz)
solido que seja insolivel em meio aquoso, assim como em solvente organico (COELHO;
SALGADO:; RIBEIRO, 2008; SOUZA et al., 2017).

A imobilizagdo de enzimas surge como uma alternativa para contornar as

desvantagens que, segundo Souza et al., (2017), sdo trazidas pelo uso da enzima soluvel:

Os principais problemas da utilizagdo de enzimas soluveis sdo: alto custo de
producdo e purificagdo, instabilidade da estrutura tridimensional quando
isoladas do seu ambiente natural e perda de atividade devido as condi¢Ges do
processo ou inibi¢do pelo substrato ou produto. Isto resulta em um tempo de
meia -vida operacional curto e, consequentemente, um custo elevado. Além
disso, muitas enzimas atuam na forma soltivel em meio aquoso (catalise
homogénea), na qual contaminam o produto desejado e ndo podem ser
recuperadas do meio reacional na forma ativa. (SOUZA et al., 2017, p. 531-
532).

Considerando essas (dentre outras) limitagdes, quanto ao uso de enzima soluvel, ¢ que
a imobilizacdo de enzimas tem como foco principal a possibilidade da reutilizagdo do
biocatalisador. Entretanto, ainda que este se encontre limitado a um determinado espaco,
espera-se que ele no modo imobilizado tenha um desempenho similar ou melhor em
comparagdo a sua forma livre, ou seja, que tenham aumentadas sua atividade catalitica e
estabilidade (auséncia de modificagdes em sua estrutura ou sitio ativo que podem ocasionar
sua desnaturagdo) (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

A imobilizag¢do visa, entre outros beneficios, a geragdo de um derivado imobilizado
com robustez de modo que ndo seja afetado facilmente por variagdes ocasionais das condigdes
reacionais, como temperatura, pH e presenca de solventes organicos (SOUZA, et al., 2017).
Esse comportamento almejado, todavia, se apresenta como uma idealidade do processo de
imobilizagdo, visto que este pode chegar até a causar a inibig¢do da enzima (DALLA-
VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Os tipos mais comuns de imobilizagdo de enzimas sdo mostrados na Figura 7.
Dentre esses métodos, um dos mais utilizados e também considerado o mais simples ¢ a

adsorcao fisica (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Figura 7: Principais métodos de imobilizagdo de enzimas.
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Fonte: DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004

1.2.1 Imobilizac¢do de enzimas por adsorcao fisica

Como o prdoprio nome sugere, a imobiliza¢ao por adsor¢ao fisica acontece pelo contato
fisico (direto) entre enzima e a superficie do suporte. Essa relacdo enzima-suporte ¢ mantida,
de acordo com Dalla-Vecchia, Nascimento e Soldi (2004, p.625), “por ligagdes de baixa
energia, tais como interagdes de van der Walls ou hidrofobica, ligacdes de hidrogénio e
ionicas, entre outras.” A simplicidade de sua execucdo o torna atrativo para diversas
aplicagdes, no entanto, consideragdes sobre vantagens e contrapontos de seu uso devem ser
analisadas antes de se adota-lo como método de imobilizagao.

A imobilizacdo por adsorcdo fisica possui vantagens como: facilidade de execucdo,
baixo custo e modificacdo minima da estrutura enzimatica. O beneficio de seu baixo custo ¢é
referente a inexistente necessidade do uso de reagentes quimicos para ativar o suporte e pela
possibilidade de seu reaproveitamento apds usos consecutivos; ja a reduzida alteracdo na
estrutura do biocatalisador ¢ resultado de sua liga¢do ao suporte ocorrer de forma espontanea,
isto €, em uma posi¢do que lhe seja energeticamente favoravel (SOUZA et al., 2017).

Como desvantagem, pode-se mencionar a possibilidade de a enzima sofrer lixiviagao
da matriz, pois como a interagdo enzima-suporte ¢ de cardter fisico, encontra-se mais
suscetivel a variagdes de temperatura, pH, forga i0nica, por exemplo, as quais podem levar a

sua dessorcdo (GONCALVES FILHO; SILVA; GUIDINI, 2019).
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Mesmo com essa desvantagem, a imobilizagdo por adsorcdo fisica pode ser bem
sucedida e, de acordo com Dalla-Vecchia, Nascimento e Soldi (2004), a eficiéncia desse
processo depende de diversos parametros, entre os quais estdao: “(...) tamanho da proteina a ser
adsorvida, area superficial do adsorvente e, principalmente, da porosidade e tamanho dos
poros”. Além desses requisitos necessarios ao suporte, ha, ainda, a necessidade de verificagao
de sua natureza hidrofébica ou hidrofilica (BRITO, 2016), pois essa caracteristica ¢
determinante para se ter nog¢ao do tipo de interagdo que sera estabelecida entre o suporte € o

biocatalisador bem como se esta interagdo ¢ a objetivada com o processo de imobilizacao.

1.3 Suportes na imobilizacio de enzimas

Os materiais de suporte sdo indispensaveis no processo de imobilizagdo de enzimas e
no que se refere a selecdo do material de suporte, deve-se levar em consideragdo que a matriz
assume grande contribui¢do no desempenho da atividade do biocatalisador imobilizado, logo,
essa escolha dependera das caracteristicas peculiares da enzima, assim como das condi¢des
em que esta serda utilizada (SOUZA et al.,, 2017), visto que quando a relagdo entre
biocatalisador e suporte for estabelecida, a agdo catalitica do derivado imobilizado ndo seja
limitada ou mesmo inviabilizada.

Os suportes sdo normalmente classificados quanto a sua origem em organicos ou
inorganicos. Os organicos sdo divididos em naturais e poliméricos; os inorganicos em
minerais e fabricados. Quanto a sua morfologia podem ser classificados como porosos, nao
porosos ¢ estrutura em gel (MENDES, 2009; FERRAZ et al., 2018).

Segundo Souza et al., (2017), um material pode ser considerado uma matriz adequada

para imobiliza¢do se admitir algumas caracteristicas, como:

(...) elevada éarea superficial, permeabilidade, estabilidade quimica e
mecanica sob as condigdes operacionais, capacidade de regeneragdo, custo,
morfologia e composicdo, natureza hidrofilica ou hidrofobica, resisténcia ao
ataque microbiano, alta densidade de grupos reativos presentes em sua
superficie, dentre outras. (SOUZA et al., 2017, p.544).

A imobilizagdo quimica ou fisica de enzimas proporciona menores gastos em
decorréncia de possibilitar a reutilizagdo do biocatalisador e, quando o suporte atende ao
requisito do baixo custo, esse processo se torna ainda mais atrativo para aplicagdes industriais.
E nesse cenario os residuos agroindustriais, isto ¢, residuos oriundos do processamento de
frutas, vegetais, lacticinios, aves pela industria e agricultura (GIRELLI; ASTOLFI; SCUTO,

2020), emergem como uma alternativa de substituir suportes que, mesmo possuindo alta
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estabilidade, trazem consigo tanto a limitacdo do custo elevado quanto a da facil

acessibilidade (Tabela 1).

Tabela 1: Valores de materiais de suporte geralmente empregados na imobilizagdo de
enzimas

Material de suporte Quantidade Valor
Quitosana 100 g 224 euros
Acetato de celulose 250 g 64 euros
Nanotubos de Carbono 10g 339 euros
Nanoparticulas de ouro 100 mL 300 euros
Vidros de porosidade controlada 100 mg 182 euros

Fonte: GIRELLI; ASTOLFI; SCUTO, 2020.

Os suportes oriundos de residuos agroindustriais além de apresentarem a vantagem da
ampla disponibilidade, atendem as demandas exigidas pela industria de enzimas a respeito do
uso de metodologias sustentdveis ao proporcionar a minimizacao dos efeitos causados pelo
descarte ou armazenamento inadequado desses materiais, o qual, dentre outros danos
ambientais, provoca produgdo de gases de efeito estufa como metano e amonia (GIRELLI;
ASTOLFI; SCUTO, 2020).

Os residuos agroindustriais possuem, ainda, a vantagem de dispor de caracteristicas
fisicas e quimicas que refor¢am seu uso na imobilizagdo enzimatica: porosidade e area
superficial elevadas e a presenca de grupos quimicos, tais como hidroxila, amino, carbonila,
tiol e fosfato que favorecem a ocorréncia de sistemas de adsor¢ao de superficie, troca i6nica,
complexacgdo-quelagdo, coordenagdo e micro precipitacdo (GIRELLI; ASTOLFI; SCUTO,
2020).

1.4 Materiais lignoceluldsicos: definicdo e constituiciao

Os residuos agroindustriais podem ser considerados como uma classe segundo a
qual pertencem os rejeitos produzidos por atividades da agroindustria. Dentre essa categoria
de materiais encontram-se aqueles chamados lignoceluldsicos, isto €, que sdo formados

majoritariamente por celulose, hemicelulose e lignina.
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Celulose: ¢ um homopolissacarideo de ocorréncia natural constituido por unidades
repetidas de celobiose, que, por sua vez, ¢ formada pela jungdo de anéis de 3- D
glicopiranoses que se unem através de ligagdes 3- D (1—4) glicosidicas (SOUSA, 2016;
COSTA, 2015; PEREIRA, 2019), levando a celulose a ter um elevado grau de polimerizacao
e crescimento linear que lhe conferem rigidez em sua estrutura (SOUSA, 2016; COSTA,
2015).

Devido as ligagdes inter e intramoleculares realizadas pelas hidroxilas das unidades de
glicose (13- D glicopiranoses), a celulose assume elevado grau de cristalinidade,
insolubilidade em 4gua e em grande parte dos solventes organicos (SOUSA, 2016).

A estrutura da celulose ¢ mostrada na Figura 8.

Figura 8: Estrutura da celulose.
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Fonte: SANTOS; PAIVA; SILVA, 2015.

Hemicelulose: Hemicelulose ¢ o termo utilizado para designar heteropolissacarideos
de baixo peso molecular que, juntamente com a celulose, constitui a parede celular dos
materiais lignocelulosicos estabilizando-a por meio de suas interagdes de hidrogénio com a
celulose e das ligacdes covalentes com a lignina (SOUSA, 2016; COSTA, 2015; PEREIRA,
2019).

Diferentemente da celulose, a hemicelulose possui a caracteristica do amorfismo
justamente por formar cadeias curtas e ramificadas, deixando-as, desse modo, mais
susceptivel de serem degradadas (se comparada a celulose); além de ter facil solubilidade em
agua por ser formada pela unido de diferentes agucares (PEREIRA, 2019; COSTA, 2015).

As unidades de acgtcares que compdem a hemicelulose estdo organizadas em grupo,
sao eles: pentose (arabinose, xilose e ramnose), hexose (galactose, glicose € manose),

deoihexoses e dcidos hexurdnicos, cujas estruturas estdo apresentadas na Figura 9 (PEREIRA,

2019).
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Figura 9: Monossacarideos presentes na hemicelulose.
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Fonte: MORAIS; NASCIMENTO; MELO, 2005

Lignina: E o terceiro componente constituinte dos materiais lignoceluldsicos, porém,
o segundo em quantidade massica. E uma molécula altamente ramificada, com estrutura
tridimensional, hidrofobica, amorfa e com elevada massa molecular (SOUSA, 2016; COSTA,
2015; PEREIRA, 2019). Atua como agente enrijecedor no interior das fibras e a sua adesdo a
estrutura da celulose e da hemicelulose se d& por ligacdo covalente (SOUSA, 2016).Sua
formacgao se processa através do arranjo irregular de trés unidades fenilicas que sdo obtidas de
trés precursores monoméricos, os alcoois cumarilicos, que se distinguem por suas
substituigdes no anel aromatico (SOUSA, 2016; PEREIRA, 2019).

O élcool coniferilico (grupo metdxi na posicdo 3 do anel aromatico) € precursor da
unidade de guaiacil (G); o alcool sinapilico (grupo metdxi nas posicdes 3 € 5 do anel) ¢
precursor da unidade de siringilo (S) e o alcool p-cumarilico (sem grupo substituinte no anel)
¢ precursor da unidade de p-hidroxifenilicas (H) (PEREIRA, 2019). As moléculas dos alcoois
cumarilicos estdo apresentadas na Figura 10.

Figura 10: Alcoois precursores das unidades de fenilpropano.
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Em razdo desses precursores se combinarem de formas diferentes e, assim, possuirem
constituicdo diferente de um material lignocelulésico para outro, ¢ que a lignina ndo ¢

considerada como uma espécie quimica, mas uma classe de polimeros (PEREIRA, 2019). Um

exemplo de estrutura da lignina pode ser visto na Figura 11.

Figura 11: Representagdo esquematica da molécula de lignina de eucalipto (Eucalyptus).
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Considerando-se as vantagens de utilizacdo de materiais lignocelul6sicos com suporte
para a imobilizacdo de enzimas, e a constituicdo basica dos mesmos, € notdria a necessidade
da realizagdo de tratamentos quimicos e/ou térmicos as fragdes lignoceluldsicas de modo que
o suporte tenha sua qualidade mantida e o processo de imobilizacdo seja eficiente. (COSTA,

2015).

1.4.1 Tratamentos de materiais lignocelulosicos para uso na imobiliza¢do de enzimas

Os tratamentos tem a funcao de provocar a separagdao dos constituintes dos materiais
lignoceluldsicos (fracionamento) a fim de que sua area superficial interna aumente e
modificacdes quimicas e/ou fisicas na sua superficie acontecam, de forma que esta se torne
propicia para alcangar um elevado grau de imobiliza¢do. No entanto, o tratamento pode nado
so0 realizar a solubilizacdo e/ou a degradacdo parcial da hemicelulose e da lignina, mas
também de outros constituintes. Com isso, o tratamento deve respeitar os critérios referentes
ao tipo e natureza da fibra a ser usada como suporte, o tipo de imobiliza¢do e a reacdo de
catalise na qual o derivado imobilizado sera aplicado (COSTA, 2015).

A oxidacao com peroxido de hidrogénio em meio alcalino consiste em um tratamento
aplicado a biomassa lignocelulésica, o qual consiste na oxidagdo dos componentes
lignoceluldsicos, contribuindo de forma significativa para a redugdo da lignina em fibras
lignoceluldsica.

De acordo com Rego (2017) o mecanismo de dissociagao do perdxido de hidrogénio
em meio alcalino contribui para a deslignificacdo de biomassa lignocelulosica. A principio, o
peréxido de hidrogénio (H,O,) precisa estar em meio alcalino (aproximadamente pH 11,5)
para sofrer dissociagdo e gerar os ions hidroperdxido (HOO"), conforme mostrado na equagao

1:

H,0, = HOO + H* (1)

Em pH 11,5, existe a possibilidade de reacdo entre o ion hidroperéxido e o peroxido
de hidrogénio que nao sofreu dissociacao, de modo que haja a formacao de radicais hidroxila
(‘OH) e superoxido (O, ), de acordo com a equacgado 2:

H,0,+HOO ='OH+0,~ +H,0 (2
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Formados os radicais hidroxila e superoxido e, ndo estando no meio reacional nenhum

outro reagente, estes reagem entre si produzindo O, e agua (equagao 3):

‘OH+ 0, + H* = 0,+ HLO  (3)

A reagdo global de decomposicdo de peroxido de hidrogénio fica, entdo, como
apresentado na equacao 4:

H,0, + HOO +H'=2H,0+0, (4

Ou, pode, ainda, ser representada de maneira simples pela reacdo de formagdo de dgua
e oxigénio:

2 H,0, =2 H,0 + 0, (5)

De acordo com Rego (2017), ao se observar a reacdo global 5, conclui-se, pelo
balango de massa, que para cada mol de H,O, (peroxido), 0,5 mol de O, sdo formados, isto €, a
producao de oxigénio atinge o seu maximo. Contudo, quando outro composto reagente, como
no caso da biomassa lignocelulosica, se encontra na reagao de decomposicao de peroxido em
meio alcalino (que acaba por produzir os radicais hidroxila (OH) e superdxido (O, ), nota-se
que a producdo final de O, ¢ diminuida. Do mesmo modo, o valor de pH 6timo para a
deslignacao se encontra proximo ao pH 11,5.

Segundo Rego (2017), essas observacgdes indicam que sao os intermediarios radicais
hidroxila e superoxido, as espécies mais provaveis de estarem envolvidas na reagdo de
oxidac¢do da lignina quando os mesmos entram em contato com a biomassa lignocelul6sica no
tratamento.

Todavia, a oxidagdo por peroxido de hidrogénio em meio alcalino, além de favorecer a
deslignacdo de biomassa lignoceluldsica, pode também proporcionar a limpeza da superficie
de fibras desses materiais. Estudos realizados por Brigida (2010) mostram resultados sobre o
tratamento de fibra de coco verde por esse método, que resultou na eficiente remogao de
impurezas, tais como a retirada de acidos graxos e residuos de cera, presentes na superficie da
fibra.

Ambos os efeitos causados por esse tratamento contribuem para a preparagdo da
superficie de materiais lignoceluldsicos e, no caso do presente trabalho, da superficie de fibras

lignoceluldsicas, para que estas sejam matrizes de imobilizacdo de enzimas por adsorcdo
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fisica: a deslignacdo, por permitir que a enzima tenha acesso aos outros constituintes da fibra
para se adsorver, desfara a impermeabilidade e rigidez que a lignina causa na parede celular
da fibra; e a retirada de impurezas, por proporcionar a limpeza da superficie da fibra,
garantindo que a relagdo enzima-suporte seja bem estabelecida e a imobilizagdo seja,
portanto, eficiente; visto que como a intera¢do entre biocatalisador e suporte se da pelo

contato direto, esta deve ser o mais livre possivel de interferentes.

1.5 Babacu: uma proposta de suporte na imobilizacio de enzimas

A planta Babagu (ou simplesmente Babagu, como ¢ popularmente chamada) ¢ uma
arvore da familia Arecaceae, conhecida como Palmeiras. Cientificamente nomeada de Attalea
speciosa, possui grande ocorréncia no Meio Norte brasileiro, onde a caracteristica de
transicdo entre os climas semiarido do Nordeste e sub-imido da Amazonia proporcionam
condig¢des consideravelmente adequadas para o crescimento dessa vegetacao em grande parte

do nordeste do Maranh#o e do noroeste do Piaui (ALMEIDA JUNIOR et al., 2016).

A Figura 12 apresenta a palmeira Babacu, a qual geralmente possui altura entre 2,5 a
22 m, assim como folhas localizadas em seu é4pice que podem atingir de 4 a 9 m de
comprimento e de 2 a 13 m de largura. Um cacho de Babagu pode produzir até 400 frutos, os
quais possuem formato oval alongado de cor marrom, casca rigida, com dimensdes de 9-13,5

x 6-10 cm e abrigando de 2 a 6 sementes (ALMEIDA JUNIOR et al., 2016).

Figura 12: Palmeira Babagu e seus cachos.
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Fonte: Proprio autor

A cultura do uso dos componentes da palmeira babagu como modo de sobrevivéncia é
considerada remota, acreditando-se ser, inclusive, utilizada por povos indigenas antes mesmo
da descoberta do Brasil. Entretanto, essa cultura continuou a se perpetuar no meio dessa
populacdo, assim como em comunidades quilombolas e, ainda hoje, garante a subsisténcia de
individuos pobres que se encontram localizados em regides de maior incidéncia dessa
vegetagio, como é caso dos estados do Maranhdo, Piaui e Tocantins (ALMEIDA JUNIOR et
al., 2016).

O uso da palmeira Babagu por essas comunidades acontece através do extrativismo,
com maior destaque para o seu fruto, chamado de coco babacu que ¢ dividido nas seguintes
fragdes (ALMEIDA JUNIOR et al., 2016) : epicarpo (parte externa e material fibroso e
lignoceluldsico, correspondente a 13% em quantidade do coco), o mesocarpo (parte abaixo do
epicarpo e com alta concentragdo de amido corresponde a 20% de constitui¢ao), o endocarpo
(a fragdo com maior dureza correspondendo a 60 %) e a améndoa (representa apenas 7% da

sua constitui¢do), conforme pode ser visto na Figura 13 (SOUSA, 2016).

Figura 13: Fragdes do coco babagu.

EPICARPO : 13%

AMENDOA : 7% ENDOCARPO : 60%

Fonte: Site do projeto BABCOALL.
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Esses componentes sdo utilizados de diferentes maneiras pelas comunidades
extrativistas para a comercializagdo ou o proprio consumo. As améndoas, quando nao
vendidas, sao normalmente empregadas na obtencao de leite e 6leo, sendo o primeiro usado
para tempero de carnes e peixes; e o segundo, para cozinhar, produzir sabdes ou mesmo
substituir o querosene em lamparinas. O mesocarpo, por seu turno, ¢ utilizado na producao de
bolos, mingau e remédios caseiros; ja o endocarpo, ¢ normalmente empregado para se
produzir carvdo, que serve como combustivel (ALMEIDA JUNIOR et al., 2016) enquanto o

epicarpo geralmente ¢ descartado.

Na industria, as partes do coco babacu t€ém apresentado significativa relevancia: das
améndoas, extraem-se o O6leo (rico em acido laurico), o qual ¢ empregado nas areas
oleoquimicas, alimenticias, cosmética, de biocombustiveis e de alimentos; o mesocarpo,
devido ao seu alto teor de amido, ¢ aplicado na producdo de farinha, ragdo animal, de pos
faciais e, ainda, pode ser convertido em etanol biocombustivel; o uso do endocarpo ¢ comum
na fabricacdo de carvao ativado, assim como combustivel em caldeiras e em fornos de
cozimento; o epicarpo, por fim, ¢ normalmente empregado para fins energéticos (SOUSA,
2016; FRANCO,2010; PRAZERES;SANTOS; CARDOSO, 2016).

Diante do apresentado, observa-se que a parte do coco babagu com menor aplicagdo ¢é
0 epicarpo, que entre suas possiveis formas de aproveitamento, estdo sua conversao em
briquetes para alimento de caldeiras e fornos industriais, uso como matéria prima para a
produ¢do de um carvdo com qualidades similares aquele derivado do endocarpo
(PRAZERES; SANTOS; CARDOSO, 2016), aplicagdo como refor¢co de biocompositos
(SOUSA, 2016) e utilizagdo como biomassa para a remoc¢ao de corantes té€xteis de solucdes
aquosas (VIEIRA et al.,2011).

O epicarpo ¢ formado de material fibroso, rigido e, segundo Franco (2010) com a
seguinte constituicdo lignocelulosica: 17,8 % de lignina, 62,0% de celulose ¢ 13,0 % de
hemicelulose. Como os materiais fibrosos lignoceluldsicos, possui, entre outras propriedades,
ampla disponibilidade, baixo custo, ndo toxicidade, biodegradabilidade, etc. (FRANCO,
2010; PRAZERES; SANTOS; CARDOSO, 2016), as quais se configuram como
caracteristicas propicias de materiais que podem servir de suporte para a imobilizagdo de
enzimas. Considerando, portanto, esses atributos e que a fragdo de menor aplicagdo industrial
ainda ¢ o epicarpo, € que o presente trabalho se faz relevante para o desenvolvimento de
estudos que visem a valorizagcdo de materiais de origem vegetal, ambientalmente amigaveis e

com propriedades quimicas e fisicas potenciais para uso como matéria prima de processos
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industriais, como as que envolvem o emprego de biocatalisadores para a otimizagdo de
procedimentos cataliticos.

1.6 Imobilizacdo de Enzimas, Babacu e ensino de Quimica

As enzimas sdo as responsaveis por catalisar as diversas reagdes bioquimicas que
se processam em organismos vivos. Quando, comparadas aos catalisadores quimicos, por
exemplo, sdo consideradas eximios catalisadores, pois admitem caracteristicas como
acentuada atividade catalitica e especificidade, possibilidade de operacdo sob condig¢des
reacionais brandas, entre outras. (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Isso,
por sua vez, tem levado a estudos e pesquisas que aperfeicoam e estimulam sua aplicagdo em
industrias, como ¢ o caso da imobilizagao.

Todavia, ndo se deve dar lugar a visdo equivocada de que a importancia dos
estudos na area de enzimas limita-se a sua mera aplicacdo industrial, pois conteudos com
tematica biotecnoldgica podem abrir um leque de possibilidades para abordagens diversas,
inclusive no ensino de Quimica. Como ¢ o caso do trabalho de Marcelino e Marques (2017),
que se propds a levantar questionamentos sobre a relacdo que professores de quimica do
ensino médio da zona urbana e rural do estado do Mato Grosso do Sul estabeleciam entre a
biotecnologia e o ensino de quimica, indagando como era feita essa abordagem nas aulas e
revelando ao mesmo tempo as perspectivas e dificuldades que os educadores possuiam ao
realizar essa associagao.

Nessa mesma linha, campos de estudo da biotecnologia, como a aplicacdo de
enzimas em processos quimicos, podem ser abordadas no ensino de quimica ao se trabalhar
conteudos como: fungdes biologicas dos dacidos carboxilicos e das aminas, tipos de
aminoacidos e sua ocorréncia nos alimentos e presenga nos seres vivos, a constitui¢ao das
proteinas, etc. Assim a tematica “Enzimas” possibilita discussdoes que vao além do ensino
puramente quimico e estende-se, a pontos referentes a alimentagdo e as questdes
socioeconOmicas e culturais que dela decorrem.

De modo similar, o contedo “Imobilizacdo de enzimas”, com o enfoque no uso
de suportes naturais, acessiveis, renovaveis, pode também ser debatido em sala de aula,
explorando-se de que maneira essa pratica se configura como sustentavel, tanto pelas
caracteristicas desses suportes, quanto por permitir que um mesmo recurso seja aproveitado
de formas distintas e para fins que podem se relacionar. A titulo de exemplo, tem-se o coco
babacu, no qual a fibra de seu epicarpo se mostra como uma proposta de suporte para se

imobilizar a enzima lipase a qual, por sua vez, encontrando-se “presa” contribuird para a
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catalise de reagdes de esterificacdo ou, também, de transesterificacdo para a producdo de
biodiesel a partir do 6leo oriundo de sua améndoa.

Nota-se, com isso, que temas tais como “Enzimas” ou “Imobilizacdo de enzimas”
representam nao somente assuntos de cunho técnico ou que sugerem sua redugdo a ideia de
aplicabilidade, mas também caminhos para se exercer a pratica da interdisciplinaridade no
ensino de quimica proporcionando a ampliagdo e aperfeicoamento da aprendizagem ao
permitir que os conhecimentos ndao fiquem restritos & uma area de conhecimento, mas

dialogue com vérias outras (BRAVO, 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral.:

Imobilizar a Lipase tipo VII de Candida rugosa por adsor¢ado fisica em epicarpo de coco

babagu para obten¢do de um futuro biocatalisador.

2.2 Objetivos especificos:

Coletar, fracionar e tratar biomassa lignoceluldsica do coco babagu;

Caracterizar as fibras tratadas e ndo tratadas do epicarpo de coco babagu pela analise
em espectroscopia de infravermelho e compara-las;

Comparar a atividade hidrolitica da Lipase tipo VII de Candida rugosa imobilizada
em epicarpo do coco babacu em momentos distintos e sob algumas modificagdes
experimentais, com a sua atividade hidrolitica quando livre;

Verificar como essas alteragdes circunstanciais de tempo e condi¢cdes experimentais
afetam a atividade hidrolitica da lipase imobilizada;

Determinar os parametros de eficiéncia de imobilizagdo para os derivados

imobilizados.



3 METODOLOGIA

3.1 Materiais e reagentes
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Equipamentos/acessorios

Reagentes e outros materiais

Prensa hidraulica 10 Toneladas P 10000 com
Manometro - BOVENAU

Lipase tipo VII obtida de Candida rugosa em p6
com atividade > 700 U/mg (SIGMA-ALDRICH®)

Forrageira da marca Trapp® (Trf 400 Super)

Peroxido de hidrogénio 30% (v/v) - ISOFAR

Moinho FRITSCH - Pulverisette 14

Hidroxido de Sodio, P.A. (Micropérolas) —
ISOFAR

Estufa para secagem com circulagdo mecanica de
ar — linha 520 (FANEM®) com controlador de

temperatura analégico modelo A- HT

Azeite de Oliva classico extravirgem, 250 mL

(GALLO)

Banho Maria Analogico - Inox - Modelo SP-
02/2001IA (SP Labor®: equipamentos para

laboratorio).

Goma Arabica em P6 Purissima (ISOFAR)

Agitador IKA® - RW20 digital

Tampao fosfato de potassio monobasico 1 M

Banho Maria Analogico FANEM® - Modelo100

Acetona (MERCK)

Incubadora made home.

Alcool Etilico Absoluto, P.A (ISOFAR)

Espectrometro de Infravermelho com
transformada de Fourier modelo IRPrestige-21

—SHIMADZU.

Fenolftaleina 1%

Tubos conicos — tipo Falcon (15 mL)

Coco babagu

3.2 Procedimento Experimental

3.2.1 Coleta e tratamentos do epicarpo do coco babagu

O procedimento iniciou-se com a coleta do coco da palmeira Babacu na Cidade

Universitaria Dom Delgado, na Universidade Federal do Maranhdo, Sdo Luis, Maranhdo. De

posse dos cocos, com o auxilio de uma faca, fez-se a raspagem de uma fina camada

superficial para se remover impurezas adsorvidas/impregnadas, como poeira € outros

poluentes.

Apoés raspagem, os cocos foram quebrados por prensagem e as suas fracdes foram

separadas como segue: o endocarpo € o mesocarpo foram reservados e o epicarpo fora
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triturado numa forrageira em malhas de 0,8 e 3,0 mm, seguido de passagem no moinho a fim
de adquirir uma granulometria ainda menor. Isso feito, lavou-se as fibras com agua destilada
até o desparecimento da tonalidade escura da dgua de lavagem e, em seguida, foram levadas
para a estufa para secagem a uma temperatura de 75 °C por 24 horas.

Com as fibras do epicarpo do babagu devidamente trituradas, lavadas e secas, passou-
se para a fase do tratamento quimico, o qual se deu através de oxidagdo com perdxido de
hidrogénio em meio alcalino com base no que fora descrito por Brigida (2010) com
adaptagoes.

A solugdo de perdxido utilizada no tratamento oxidativo da fibra foi preparada
pesando-se, inicialmente, 0,125 g de Hidréxido de Sédio, P.A. (Micropérolas) e adicionando-
se essa massa a um volume de 45 mL de uma solu¢do de Peroxido de Hidrogénio 30 % (v/v).
Por fim, o volume foi aferido para 250 mL de solug¢ao.

Com a solucdo de peroxido preparada, adicionou-se a 10 g de fibras do epicarpo do
babacu lavadas e secas em 200 mL dessa solu¢do. A mistura ficou sob agitagcdo por 2 horas
em banho-maria a temperatura de 85°C (Figura 14).

Figura 14: Estrutura usada no tratamento da fibra com perdxido de hidrogénio.

Fonte: O proprio autor

Logo apos, as fibras foram filtradas e lavadas de forma consecutiva com 500 mL de
agua a 90 °C e 2 L de 4gua a temperatura ambiente (~ 25 °C). Levou-se, entdo, as fibras para

secagem overnight em estufa a temperatura de 60 °C. Em seguida, realizou-se a caracterizagao
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dessas fibras por analise de Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier,

assim das fibras que foram somente trituradas e lavadas.

3.2.2 Imobilizagdo da Lipase de Candida rugosa no epicarpo do coco babacu

A imobilizagdo da lipase de Candida rugosa em epicarpo de coco babagu foi realizada
em dois momentos distintos: o primeiro momento ocorreu em setembro de 2020 (chamado de

“Imobilizagdo 1” e, o segundo, de janeiro a fevereiro de 2021 (intitulado “Imobilizagdo 27).

3.2.2.1 “Imobilizagdo 1” da Lipase de Candida rugosa em epicarpo de coco babagu

Com o epicarpo ja tratado, a etapa seguinte consistiu em preparar as solucdes-
maes de concentragdo de 10 mg/mL da Lipase tipo VII de Candida rugosa e realizar a
imobilizacao.

A imobilizagdo da Lipase tipo VII de Candida rugosa na fibra do epicarpo do coco
babacu foi realizada com base na metodologia empregada por Cea e colaboradores (2019) e
por Binhayeeding (2020), com adaptagdes. Para a imobilizagdo pesou-se 0,1 g de epicarpo
tratado com peroxido de hidrogénio e adicionou-se em quatro tubos ( sendo trés amostras e
um branco) Falcon (de 15 mL), juntamente com 2,0 mL de uma suspensao enzimatica de
concentragdo de 10 mg/mL e 2,0 mL de solucdo tampao fosfato de potassio monobasico pH 7.
A mistura reacional foi, entdo, levada a incubadora home mare ( Figura 15) e a imobilizacao
ocorreu por lh, sob a agitagdo a cerca de 250 rpm, nas temperaturas pré-estabelecidas de 30,

35, 40, 45,50 ¢ 55 °C.
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Figura 15: Incubadora adaptada

Fonte: O proprio autor

Ao término da imobilizagdo para cada temperatura, o sobrenadante obtido foi

retirado e reservado; o derivado (enzima + suporte) foi filtrado a vacuo e lavado com 20 mL

de solugdo tampao fosfato de potassio monobasico, pH 7 e acondicionado num dessecador a
vacuo, overnight.

O derivado imobilizado e o sobrenadante, obtidos do processo de imobilizagdo,

foram submetidos ao procedimento de determinagao de suas atividades hidroliticas.

3.2.2.2 “Imobilizacdo 2” da Lipase de Candida rugosa em epicarpo de coco babagu

No que diz respeito a execugdo das imobilizagdes, os procedimentos foram os mesmos
para ambas. Entretanto, algumas condi¢cdes foram alteradas para a “Imobilizagdo 2” em

relacdo a “Imobilizacao 17, conforme mostra a tabela 2:

Tabela 2: Alteragdes das condigdes da "Imobilizacdo 1" para a "Imobilizacao 2"
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“Imobilizacio 1” “Imobilizacio 2”
Fibras tratadas no mesmo periodo da | Fibras tratadas no periodo da “Imobilizag¢ao 1.
imobilizacgdo.

Solugdes enzimaticas do periodo da Solugdes enzimdticas do periodo

imobilizacgao. Imobilizagao 1.

Fibras utilizadas possuiam aspecto de pd. | Fibras utilizadas com tamanho em cerca de
2mm

3.2.3 Determinagao da atividade hidrolitica da enzima livre e imobilizada

O procedimento para a determinacdo da atividade hidrolitica foi o mesmo nos dois
processos de imobilizagdo.

A atividade hidrolitica foi estabelecida tanto para a enzima livre quanto para a
imobilizada nos mesmos valores de temperaturas utilizados nas imobilizag¢des 1 e 2, ou seja,
em 30, 35, 40, 45, 50 e 55 °C.

O método utilizado para a determinagao da atividade hidrolitica da enzima livre e
imobilizada consiste na hidrolise do azeite de oliva, ocasionando a liberacao de acidos graxos
livres que sdo quantificados por titulometria. O procedimento realizado foi baseado no
trabalho de Barancelli (2019) com algumas adaptagdes. A principio, em quatro tubos (trés
amostras ¢ um branco) Falcon de 15 mL, adicionou-se 2,5 mL de substrato (constituido de
uma emulsdo de azeite de Oliva e solucdo de goma ardbica 7% (m/v) preparados em uma
proporcao 1:2), 2,45 mL de tampao fosfato de potassio monobasico pH 7 de molaridade 1
mol. L. Para a enzima livre, o volume adicionado ao meio reacional foi de 0,1 mL; para a
imobilizada a massa do derivado foi de 0,1 g.

Apos a adicao da enzima (livre ou imobilizada) nos tubos, a mistura reacional foi
levada para a incubadora home mare sob a agitacdo a cerca de 250 rpm, nas respectivas
temperaturas estabelecidas, por um tempo de 5 min. Ao fim da reacdo, adicionou-se 5 mL de
uma solugdo acetona e etanol (1:2) em cada tubo a fim de se interromper a agdo enzimatica e,
os mesmos, levados para a titulagdo com solucdo de NaOH 0,025 mol.L", utilizando
fenolftaleina como indicador.

Os sobrenadantes gerados dos procedimentos de imobilizagdo tiveram suas atividades
hidroliticas determinadas de acordo com o procedimento supracitado.

O calculo utilizado para se determinar as atividades hidroliticas foi também o

empregado por Barancelli (2019):

Atividade (U.mL" ou mg") = x 1000
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Em que: V, = Volume gasto na titulacdo da amostra; ¥, = Volume gasto na titulagao
do branco ; M = concentragao molar da solucdo de NaOH utilizada na titulagao (0,025 M); ¢t =
tempo de reagdo; V, = Volume da solucdo enzimética adicionada ao substrato (usado no
calculo da atividade hidrolitica da enzima livre) ; mdi = massa do derivado imobilizado
adicionada ao substrato (usado no célculo da atividade hidrolitica do derivado imobilizado).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de catalisar a producdo de 1 pumol de 4cido graxo livre por minuto nas condigdes

estabelecidas para o experimento.

3.2.4 Célculos dos pardmetros do derivado imobilizado: Rendimento de Imobilizacao,
Atividade Tedrica e Atividade Recuperada

Dois parametros foram selecionados a fim de se caracterizar os derivados imobilizados
no sentindo de se verificar a efetividade das imobilizagdes: Rendimento de Imobilizacao e

Atividade Recuperada. A atividade tedrica também foi determinada.
3.2.4.1 Rendimento de Imobilizagdo (RI %)

O Rendimento de Imobiliza¢dao pode ser definido como a quantidade de enzima que,
teoricamente, foi imobilizada no suporte (FARIA; MESQUITA; BRIGIDA, 2016). E foi
calculado a partir da atividade hidrolitica da enzima livre e a atividade do derivado

imobilizado, com base na equagdo descrita por Souza et al., (2017):
RI (%)=( )x 100
Onde: RI (%) = Rendimento de imobilizac¢do (%); U,... = Atividade hidrolitica da

lipase imobilizada (U.mg"); U, = Atividade hidrolitica oferecida pela enzima ao suporte no

inicio da imobilizacdo, ou mais precisamente, a atividade da enzima livre ( U.mL™").

3.2.4.2 Atividade Teorica (Atisica)
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A atividade Teoérica (Atei.) foi determinada através da equagdo empregada no
trabalho de Carneiro (2007) que se da pelo célculo da diferenga entre as atividades hidroliticas
da enzima livre e do sobrenadante obtido da imobilizagdao. Esse resultado, por sua vez, ¢
divido pela massa do suporte usada na imobilizagdo e, por fim, o volume de enzima que foi

utilizada no processo de imobilizacao ¢ multiplicada pelo quociente dessa razao.

Atte(’)rica =X Venzima

Onde: At, = Atividade hidrolitica da enzima livre (U.mL"); At; = Atividade hidrolitica do
sobrenadante (U.mL"); m .« = massa do suporte utilizada na imobiliza¢ao (g); Vewim =

volume da solugao enzimatica usada na imobiliza¢ao (mL) .

3.2.4.3 Atividade Recuperada (At,cuperasa)

A Atividade Recuperada (ou retencao da atividade) foi estabelecida pela razao entre a
atividade hidrolitica do derivado imobilizado e a atividade teérica multiplicada por 100, de

acordo com equacao utilizada por Carneiro (2007):

Atrecupemda = X 100

Em que: Atewpena = Atividade recuperada (%); Atv. d = Atividade hidrolitica do
derivado imobilizado (U.g"); Atv.tedrica =Atividade teorica (U.g").

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Preparacio das fibras do coco babacu

! Para ajustes dos calculos de atividade tedrica, o valor de 0,1 mL foi considerado em lugar de 2,00 mL usados na
imobilizagao.
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A Figura 16 mostra o coco babacu antes e depois da raspagem da superficie:

Figura 16: Coco babacu antes e ap6s a retirada da matéria orgénica.

Fonte: O proprio autor

Na Figura 17, estdo ilustradas as fibras antes e apos o tratamento com o perdxido

de hidrogénio.

Figura 17: Fibra antes (a) e ap0s (b) o tratamento com peroxido de hidrogénio.

s FIBRAVAPGSIOIRATANIENTO
FlTBF;RgTr COMIPEROXIDG

(a) (b)

Fonte: O proprio autor

A mudanga na colorag@o da fibra de marrom para amarelo no tom mais claro indica

que houve alteracdo em sua estrutura lignoceluldsica. Mudanga essa que diz respeito a uma
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significativa retirada de componentes, principalmente da lignina, responsavel pela coloragdo
marrom escurecida. Os espectros de FTIR (Figura 18) permitem comparar os grupos presentes

nas fibras antes e depois do tratamento com H,0,.

Figura 18: Espectros de IV de fibras de epicarpo de coco babagu antes e depois do tratamento
com H,O..
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A andlise foi realizada no intervalo de numero de onda de 400 a 2000 cm™. Ao se
fazer a comparagdo entre os espectros, verifica-se no espectro da fibra antes do tratamento um
pico em 1609 cm™' que ¢ caracteristico da lignina, pois € correspondente as vibragdes nos
anéis aromaticos da cadeia polimérica, as quais sdo influenciadas pelo estiramento da ligacao
C=0 (QUINELATO, 2016; XU e WANG,2015). Assim como o que aparece em 1512 cm™,
que também diz respeito a vibragao do esqueleto aromatico da lignina (QUINELATO, 2016;
XU e WANG,2015).

Um outro pico estd em 1638 cm™’, aparentando ser uma convolugdo das bandas
1609 cm™' e 1647 cm’ (ndo mostrada). Esta ultima, por sua vez, pode também indicar o
estiramento da ligagdo C=O que ¢ caracteristica dessa regido (LOPES e FASCIO,2004).

Pode-se observar no espectro da fibra tratada que todos os picos supracitados nao
sdo fortes, apresentam significativa reducdo, levando a conclusdo que o tratamento com
peroxido esta atuando na retirada da lignina da fibra.

O pico em 1738 cm indica o estiramento do grupo carbonila de cetonas e/ou

aldeidos que sdo indicios da presenc¢a de celulose e hemicelulose (SILLS e GOSSETT,2011);
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0 que se encontra em 1159 cm™ refere-se ao estiramento assimétrico C—O—C caracteristicos da
celulose e hemicelulose (XU e WANG,2015). Ambos t€ém expressiva reducdo no espectro da
fibra apos tratamento.

Ha, ainda, um pico em 1030 cm’ que corresponde a deformagdo no plano da
ligacdo C—H aromatica da lignina; da ligagdo C—O em dlcool primdrio e ao estiramento da
ligagdo C=0O nao conjugado tipico de lignina e hemicelulose (QUINELATO, 2016;
SHARMA, SHARMA, KUILA,2016). Na fibra tratada com perdxido esse pico ¢

significativamente reduzido.

4.2 Imobiliza¢des da lipase de Candida rugosa tipo VII

Tanto na “Imobiliza¢do 1” quanto na “Imobilizagdo 2”, os resultados da enzima apos o
procedimento de imobilizacdo ocasionaram a formacao de duas fases, o sobrenadante e o
derivado (Figura 19 (a)). Assim como os derivados imobilizados apds passagem no

dessecador, conforme mostra a Figura 19 (b).

Figura 19: Imobilizagdo de enzimas e derivados.

(a) Sobrenadante + derivado (b) Derivados ap6s a imobilizagao

Fonte: O proprio autor

4.3 Determinacio da atividade hidrolitica da lipase livre e do derivado imobilizado da
“Imobilizacao 1”.
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A atividade hidrolitica da lipase foi avaliada dosando-se o teor de acidos graxos
livres por titulagdo com solugdo de NaOH. O procedimento foi realizado para a enzima livre e
para a enzima imobilizada. Os valores da atividade hidrolitica e suas respectivas atividades

relativas sdo mostradas nas Tabela 3 e Tabela 4, respectivamente.

Tabela 3: Valores da atividade hidrolitica e a atividade relativa para a lipase livre.

Enzima livre’

Temperatura (°C)
Atividade hidrolitica (U.mL")  Atividade relativa (%)
30 196,67 (+9,53) 50 (£2,43)
35 288,33 (£16,56) 74 (= 4,23)
40 391,67 (+5,93) 100 (= 1,51)
45 243,33 (£9,81) 62 (+2,51)
50 226,67 (+ 1,36) 58 (£ 0,35)
55 126,67 (+ 15,34) 32 (£3,92)
Desvio médio 16,89 431

"Condigdes reacionais: Concentra¢do de solugdo enzimatica de 10 mg/mL e solugdo tampéo de fosfato

de potassio a pH = 7.

Verificando-se a Tabela 3, pode-se constatar que a lipase livre de Candida rugoso tipo
VII tem a sua atividade hidrolitica crescendo de forma linear com a temperatura até o ponto
em que esta ultima assume a faixa de valor entre 35 e 40 °C (ponto maximo mostrado na
Tabela 3), e iniciando um decaimento no valor de sua atividade a medida que a temperatura se
eleva.

Esse comportamento estd em concordancia com o esperado, segundo a descricdo da
propria ficha da enzima (ver anexo), que assegura ser 37 °C a temperatura 6tima para a acao
catalitica da enzima livre em pH 7,2 na hidroélise de azeite de oliva ; assim como relatado por
Cabrera-Padilha et. al (2012) e Babaei et al ( 2014), ao afirmarem que em temperatura
proxima a 37 °C e na regido de 35 — 40 °C, respectivamente, a Lipase livre de Candida
rugosa tipo VII assume melhor desempenho catalitico na reacdo de hidrolise de azeite de
oliva a pH 7 . Em outras palavras, a temperatura na qual a lipase livre de Candida rugosa tipo
VII possui melhor agdo catalitica, se encontra justamente na faixa de temperatura em que a
enzima também apresentou maior ac¢ao catalitica no experimento.

A Tabela 4 apresenta os valores de atividade hidrolitica para o derivado imobilizado.
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Tabela 4: Valores da atividade hidrolitica e atividade hidrolitica relativa para a lipase
imobilizada na " Imobiliza¢ao 1".

Enzima imobilizada®

Temperatura
Atividade hidrolitica (U.mg") Atividade relativa (%)

30 56,67 (£7,58) 100 (£ 0,13)

35 36,67 (£4,91) 65 (£ 0,09)

40 33,33 (£ 6,80) 59 (£0,12)

45 20,00 (= 0,00) 35 (£ 0,00)

50 16,67 (£ 3,60) 29 (£ 0,06)

55 0,00 (£ 0,00) 0 (£ 0,00)
Desvio médio 6,61 0,12

*Condig¢des reacionais: Concentragdo da solugdo enzimatica de 10 mg/mL e solucdao tampao fosfato de

potassio a pH= 7.

Como ¢ possivel observar, o derivado imobilizado, diferentemente da lipase livre,
possui sua maior atividade hidrolitica na temperatura de 30 °C e, a medida que os valores de
temperatura crescem, a sua atividade hidrolitica diminui, de modo que quando a temperatura
atinge o valor de 55 °C sua agdo catalitica ¢ nula.

A Figura 20 apresenta a comparacdo entre ambas as enzimas - livre e imobilizada:

Figura 20: Comparagao entre as atividades relativas das enzimas livre e imobilizada
(“Imobilizagdo 1”’) no epicarpo de coco babagu.
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O grafico traz o comportamento semelhante para a lipase: a atividade relativa atinge
um pico a determinada temperatura e, com a elevagao da mesma, o valor da atividade cai com
a tendéncia para a desnaturacdo da enzima. Entretanto, a temperatura em que esse maximo
ocorre ¢ menor para a lipase imobilizada que para a lipase livre, fato ndo esperado para uma
imobilizacdo, ja que se pretende com esse procedimento (dentre outros beneficios) ampliar a
faixa de temperatura do biocatalisador obtido de modo que este assuma maior resisténcia
térmica. De modo semelhante, ha a ocorréncia de uma diminui¢do nos valores das atividades
hidroliticas da enzima imobilizada em relagdo a enzima livre.

Embora se espere um comportamento ideal da enzima apds sua imobilizagdo, como o
aumento de sua estabilidade e de sua acdo catalitica, pode haver situagdes em que acontece o
contrario (DALLA-VECCHIA,2004).

Tal situagdo pode ter ocorrido na “Imobilizacdo 17, em que a interagdo da lipase
com o suporte por ocasido da adsor¢do pode ter gerado uma mudanga conformacional na
estrutura enzimatica, como exposicdo de seu sitio ativo, levando a lipase a uma maior
suscetibilidade a desnaturacao quando a temperatura se eleva, gerando entdo, como resultado:
a temperatura de 30°C como a que o derivado possui a maior atividade lipolitica e a

diminui¢ao das atividades do derivado imobilizado com o aumento da temperatura.
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Contudo, mesmo com a diminui¢do da temperatura Otima para a lipase
imobilizada este valor ainda se enquadra na faixa de temperatura esperada para essa classe de

enzimas (CASTRO et al., 2004).

4.4 Calculo dos parametros de imobilizacdo para a “Imobilizacaol”

4.4.1 Célculo do Rendimento de Imobilizagao (R1%)

Os valores obtidos no calculo do Rendimento estdo mostrados na tabela 5:

Tabela 5: Rendimento da "Imobilizacdo 1" da lipase de Candida rugosa.

Temperatura (°C) Rendimento de Imobiliza¢ao (%)
30 28,82 (£ 3,59)
35 12,63 (= 1,42)
40 8,44 (+ 1,59)
45 8,26 (= 0,35)
50 7,33 (£ 1,54)
55 0,00 (£ 0,00)
Desvio Médio 2,45

Considerando o Rendimento de Imobilizacdo (RI%) como um parametro que se pode
avaliar a eficiéncia do processo de imobilizacdo (GAIO et al., 2016), percebe-se, com base
nos dados da Tabela 5, que a temperatura de 30°C favoreceu uma maior quantidade de lipase
imobilizada. E, interessante notar, ainda, que a medida que a temperatura se eleva, o
rendimento de imobilizagao diminui, pois a lipase, de fato, desnatura com o aumento da
temperatura e, estd condizente com o comportamento da enzima quando tal se encontra
imobilizada.

A Figura 21 mostra o rendimento de imobilizacdo da lipase:

Figura 21: Rendimento de imobilizagao da lipase (“Imobilizagao 17).
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A Figura 21 mostra que o comportamento do rendimento do derivado imobilizado ¢

semelhante ao da atividade hidrolitica da lipase imobilizada.
4.4.2 Célculo da Atividade Teodrica (Atesica)

A atividade Tedrica para a lipase imobilizada também foi calculada e os seus valores

correspondentes as respectivas temperaturas estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Valores obtidos da Atividade tedrica ("Imobilizagao 1").

Temperatura (°C) Atividade teorica (U.g")
30 160 (+ 10,89)
35 195 (£19,75)
40 340 (£ 13,61)
45 180 (£ 1,36)
50 190 (= 7,20)
55 115 (+5,44)
Desvio médio 16,82

A atividade hidrolitica esperada da enzima imobilizada caso estivesse livre (atividade
teorica) se assemelha a tendéncia que esta se encontra quando livre. No entanto, uma elevacao
inesperada ¢ verificada na temperatura de 50 °C.

4.4.3 Atividade Recuperada (At.cuperasa)



50

A Atividade Recuperada (ou retengdo da atividade) relaciona a quantidade de enzima
que teoricamente foi imobilizada e se mantém ativa (FARIA; MESQUITA; BRIGIDA, 2016).
Para a “Imobilizacdo 17, os valores de atividade recuperada sdo exibidos na

Tabela 7 e Figura 22.

Tabela 7: Valores da atividade recuperada para a "Imobilizacdo 1".

Temperatura (°C) Atividade Recuperada (%)
30 0,03498 (£ 0,00227)
35 0,01920 (£ 0,00311)
40 0,01011 (£ 0,00253)
45 0,01111 (£ 0,00008)
50 0,00860 (+0,00153)
55 0,00000 (£ 0,00000)
Desvio médio 0,00275

De acordo os valores apresentados na Tabela 7, a temperatura adequada para que
a lipase ndo sofra perda de agdo catalitica apds ser imobilizada foi 30°C, observando-se que o
aumento da temperatura contribuiu para a diminuicdo da atividade recuperada, sugerindo,

assim, a ocorréncia de sua desnaturacao e, consequentemente, inativagao.

A Figura 22 mostra graficamente como a relacdo Atividade Recuperada (%) e

Temperatura se da.

Figura 22: Atividade recuperada da lipase na “Imobilizag¢do 1”.
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Em razao da atividade recuperada depender da atividade hidrolitica do derivado

imobilizado, ¢ esperado o fato de que a temperatura em que a atividade recuperada do

derivado imobilizado teve seu maior valor esteja em concordancia com aquela na qual a lipase

imobilizada teve o seu valor mais elevado de atividade: 30 °C.

4.5 Determinacido da Atividade Hidrolitica do derivado imobilizado da “Imobilizacao 2”

A determinagdo da atividade hidrolitica para o procedimento de imobilizacdo no

segundo momento teve como resultado os dados que se encontram na Tabela 8.

Tabela 8: Valores da atividade hidrolitica e atividade hidrolitica relativa para a lipase
imobilizada na "Imobilizagao 2".
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Enzima imobilizada®

Temperatura
Atividade hidrolitica (U.mg") Atividade relativa (%)

30 16,67 (£ 1,36) 43 (+3,55)

35 31,67 (+7,58) 83 (£ 19,77)

40 6,67 (£ 12,10) 17 (£ 31,55)

45 13,67 (£ 1,36) 35 (£3,55)

50 38,33 (£ 8,92) 100 (£ 23,28)

55 0,00 (£ 0,00) 0 (£ 0,00)
Desvio médio 9,04 0,24

De acordo com os dados da Tabela 8, nota-se que os derivados da segunda
imobilizacdo ndo mostraram valores regulares de atividade hidrolitica com a elevacdo da
temperatura.

Quando comparado a lipase livre (ver Figura 23), observa-se que o derivado
atinge maior acdo catalitica na temperatura de 50°C. Isso, por sua vez, sugere que uma
resisténcia térmica poderia estar surgindo como resultado da rigidez adquirida pelo
biocatalisador ao se adsorver no suporte (CABREA-PADILHA et al., 2012). Entretanto, o
aumento da atividade catalitica até determinada temperatura ¢ a manutencao da constancia
desses valores até atingir a temperatura 6tima ndo ocorre para o derivado imobilizado da
“Imobilizagdo 27, visto que na regido de temperatura de 40 e 45°C a atividade hidrolitica
sofre uma diminuicdo e assume valor crescente novamente em 50°C, ponto de atividade

Otima, segundo os resultados.
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Figura 23: Comparagao entre as atividades relativas das enzimas livre e imobilizada

(“Imobilizagdo 2”’) em epicarpo de coco babagu.
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Esses valores inesperados de atividade hidrolitica para essa faixa de temperatura
podem ter como fator contribuinte a modificagdo do tamanho da fibra usada na imobilizagao:
com a diminui¢do da area de superficie do suporte e em razdo do formato do recipiente ser
conico, a sua agitagdo durante o procedimento de determinacgao da atividade hidrolitica levou
o derivado imobilizado a decantar de forma que seu contato com a emulsdo goma-azeite
(substrato) se tornou limitado, o que pdde ter causado, portanto, valores erroneos de atividade.

Outro fator que também pode ter favorecido esses resultados ¢ o de que a
imobilizacao pode ter conduzido a lipase a se adsorver no suporte numa posi¢ao em que o seu
nucleo catalitico ndo se encontrasse disponivel para a catalise.

Quanto as solugdes enzimaticas preparadas na época da Imobilizacdo 1, estas
foram submetidas a teste que comprovou a manuten¢do de sua eficiéncia catalitica; quanto as
fibras tratadas nesse mesmo periodo, as mesmas foram levadas a secagem na estufa para a

retirada de umidade que pudesse interferir no processo de imobilizagao.

4.6 Calculo dos parametros de imobilizacdo para a “Imobilizaciao 2”

4.6.1 Calculo do Rendimento de Imobilizagao (R1%)
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Os resultados para o Rendimento de Imobilizagao para o derivado imobilizado na

“Imobilizagdo 2” sdo apresentados na Tabela 9:

Tabela 9: Rendimento da "Imobilizacdo 2" da lipase de Candida rugosa.

Temperatura (°C)

Rendimento de Imobiliza¢ao (%)

30 8,46 (+0,43)
35 11,03 (£ 2,66)
40 1,76 (£ 3,07)
45 5,55 (£ 0,72)
50 16,84 (£ 3,81)
55 0,00 (= 0,00)
Desvio Médio 3,09

De acordo com valores de rendimento apresentados na Tabela 9, verifica-se que,

para a “Imobilizagdao 27, 50°C foi a temperatura em que, teoricamente, se obteve maior

quantidade de enzima imobilizada; para as demais, o comportamento do rendimento ¢ aquele

similar a atividade hidrolitica do derivado, conforme mostra a Figura 24:

Figura 24: Rendimento de Imobilizagdo da lipase (“Imobilizacao 2”).
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O célculo da Atividade Tedrica também fora realizado para o derivado

imobilizado na segunda imobilizagdo, obtendo-se os valores exibidos na Tabela 10:

Tabela 10: Valores obtidos da Atividade tedrica ("Imobilizacao 2").

Temperatura (°C) Atividade teorica (U.g")
30 182 (£ 4,71)
35 235 (+£7,58)
40 365 (= 7,20)
45 218 (= 7,07)
50 220 (£ 1,36)
55 147 (+ 2,36)
Desvio médio 8,74

A Atividade Teorica para a lipase imobilizada assume um carater semelhante a
enzima quando ¢ encontrada em sua forma soluvel (maior atividade na regido de 35 —40° C),

embora em 50°C um aumento imprevisto de atividade catalitica ocorra.

4.6.3 Atividade Recuperada (At.cuperada)

As Atividades teoricamente mantidas no derivado apos a “Imobilizacdo 2, sdo

trazidas na Tabela 11:

Tabela 11: Valores da atividade recuperada para a "Imobilizacao 2".

Temperatura (°C) Atividade Recuperada (%)
30 0,00919 (£ 0,00077)
35 0,01374 (£ 0,00360)
40 0,00201 (£ 0,00337)
45 0,00618 (£ 0,00078)
50 0,01738 (£ 0,00398)
55 0,00000 (£ 0,00000)
Desvio médio 0,00361

Da mesma maneira que o Rendimento de Imobilizagdo, o maior valor de
Atividade Recuperada se d4 na temperatura de 50°C, pois como ambos os parametros
envolvem a atividade hidrolitica da enzima imobilizada, o perfil resultante destes sera,

portanto, similar, conforme mostrado na Figura 25.

Figura 25: Atividade Recuperada da lipase na “Imobilizagdo 2”.
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Conclui-se, portanto, que a raspagem da superficie e a separagdo das fracdes dos
cocos babagu coletados sdo etapas indispensaveis no processo de preparacao das fibras para a
imobilizacdo, pois deixam a fibra do epicarpo em condi¢des propicias para recebimento do
tratamento que visa uma adsorcao eficaz da enzima no suporte.

A anélise de FTIR mostrou que picos correspondentes a lignina, hemicelulose e
celulose presentes no espectro da fibra antes do tratamento aparecem com grande redugio no
espectro da fibra apds esta ser tratada, indicando que o tratamento com perdxido de
hidrogénio em meio alcalino apresentou elevada eficacia no desmembramento desses
constituintes favorecendo o aumento da area superficial da fibra e, desse modo, a
imobilizagao.

A atividade hidrolitica do derivado imobilizado no primeiro procedimento de
imobilizacao assumiu valores mais baixos e temperatura 6tima diminuida (T = 30°C), quando
comparada a enzima, o que pode estar relacionado principalmente aos efeitos da interagao
enzima-suporte. Essa, ainda, ¢ notada no segundo momento de imobilizacdo ao se obter,
também, atividades hidroliticas baixas para a lipase imobilizada. Todavia, uma suposta
estabilidade térmica ¢ verificada para esse derivado quando o mesmo alcanga a mais alta
atividade hidrolitica em uma temperatura superior a lipase livre. Entretanto, uma instabilidade
nos valores de atividade hidrolitica para temperaturas mais baixas que esta revela a
necessidade de investigacdes minuciosas a respeito dos efeitos que modificacdes de certas
condi¢des experimentais causam no procedimento de imobilizagdo aqui estudado.

As alteragdes experimentais referentes ao tempo de preparacdo das solucdes
enzimaticas e das fibras tratadas nao foram consideradas como fortes contribuintes para
resultados inesperados de atividade hidrolitica dos derivados oriundos da “Imobilizagdo 27,
uma vez que, procedimentos testes foram realizados para que seus supostos efeitos pudessem
ser minimizados e/ou evitados. Por outro lado, a diferenca no formato da fibra usada na
imobilizacdo mostrou-se como possivel interferente por, durante o procedimento, ocasionar
dificuldade de contato entre enzima imobilizada e substrato, sugerindo, com isso, que o
formato em p6 da fibra seria o mais adequado para se imobilizar a lipase.

Os parametros que medem a eficiéncia de imobilizagdo dos derivados
imobilizados, isto ¢, o rendimento de imobilizacdo e a atividade recuperada, mostraram
melhores resultados para a “Imobiliza¢do 1 quando a temperatura assumiu o valor de 30°C. E

para a “Imobilizacdo 2, a temperatura em que ambos 0s pardmetros se apresentaram como
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maiores foi a de 50°C, indicando que, por estarem relacionados com a atividade hidrolitica da
enzima imobilizada, estes terdo valores mais elevados em condigdes (nesse caso a
temperatura) iguais aquelas nas quais os derivados imobilizados alcancaram os melhores
desempenhos de atividade hidrolitica.

Embora seja necessario estudos mais profundos para ajustes de melhores
condi¢des experimentais, a imobilizagdo por adsorcao fisica de Lipase tipo VII de Candida
rugosa em epicarpo de coco babacu para a obtencdo de futuro biocatalisador se apresenta
como uma proposta promissora de aplicagdo em setores industriais que lidam com reagdes de
acilglicerdis de cadeia longa e almejam minimizar custos ao passo que atendem demandas de

preservagdo ambiental.
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ANEXO A - Ficha técnica da enzima Lipase Tipo VII de Candida rugosa.
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