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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo principal a avalia¢do das propriedades
morfologicas e fisico-quimicas da enzima lipase Candida rugosa (LCR) imobilizada em
biopolimero natural poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) PHBV. A enzima livre,
suporte e LCR imobilizada produzida foram analisados por microscopia eletronica de
varredura (MEYV), perda de massa por termogravimétria (TGA), calorimetria diferencial de
varredura (DSC), composi¢do quimica por espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e ressondncia magnética nuclear (RMN) de >C. A partir dos
resultados obtidos nas andlises realizadas foi possivel verificar uma provavel eficiéncia na
imobilizagdo da LCR em PHBYV por adsor¢ao fisica.
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INTRODUCAO

Os processos enzimaticos obtiveram maior aceitacdo na drea de inovacdo e
desenvolvimento tecnologico, devido a sua especificidade e natureza ecologicamente correta.
As lipases livres ou imobilizadas sdo biocatalisadores versateis que tem encontrado amplas
aplicacdes nas industrias alimenticia e farmacéutica por sua capacidade de catalisar reacdes de
hidrdlise, esterificagdo, transesterificacao e outras reagdes (Dandavate et al., 2008).

A imobilizagdo de enzimas em suportes solidos ¢ uma importante ferramenta para a
estabilizacdo de biocatalisadores, reduzindo de modo geral a inativacdo por influéncia da
temperatura e/ou por solventes organicos, sendo atrativa para o setor industrial considerando o
aumento da estabilizacdo da enzima com a finalidade de reuso em diferentes processos
(Guisan, 2006).

Os polimeros naturais e sintéticos pertencem a uma classe de suporte muito importante
no campo da imobilizagdo de biocatalisadores (Mateo et al., 2000). Os polimeros sintéticos
exibem variedades de formas fisicas e estruturas quimicas que podem ser combinadas para
formar um suporte ideal, porém os polimeros naturais levam algumas vantagens quando
comparados aos sintéticos, pois geralmente apresentam baixo custo e sdo facilmente
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degradaveis ndo causando danos ao meio ambiente (Dalla-Vecchia et al., 2004). O poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) ¢é uma boa alternativa para ser utilizado como
suporte para imobilizacdo de enzimas devido a biocompatibilidade, biodegradabilidade,
resisténcia, facil reabsor¢do, propriedades ndo toxicas e por ser considerado ecologicamente
correto.

Neste estudo serdo avaliadas as propriedades morfoldgicas e fisico-quimicas do
suporte, da lipase Candida rugosa livre (LCR) e imobilizada (LCR-PHBV).

MATERIAL E METODOS

Imobiliza¢ao da Enzima LCR
A enzima LCR foi imobilizada em PHBV por adsor¢ao fisica de acordo com o método
de Soares et al. (2004) com modificagdes, utilizando uma razao enzima/suporte de 0,3 (p/p).

Caracteriza¢io Morfologica e Fisico-Quimica do Biocatalisador

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises das amostras da enzima livre (LCR), do suporte (PHBV) e biocatalisador
imobilizado (LCR-PHBV) foram realizadas em um microscépio eletronico de varredura
(modelo LEO 4401, Leica).

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As curvas DSC do suporte (PHBV) e biocatalisador imobilizado (LCR-PHBV) foram
obtidas em um analisador térmico (modelo DSC-60, Shimadzu), utilizando-se uma razao de
aquecimento de 20°C. min™, até atingir o equilibrio termodinamico. A temperatura inicial foi
de 30°C e a final de 200°C.

Analise Termogravimétrica (TGA)

As amostras da enzima livre (LCR), do suporte (PHBV) e biocatalisador imobilizado
(LCR-PHBV) foram submetidas a Analise Termogravimétrica (modelo DTG-60H,
Shimadzu), tomando por base a perda da massa em fun¢do da temperatura. As seguintes
condi¢des operacionais foram empregadas: razdo de aquecimento de 20°C. min™', na faixa de
temperatura de 30°C a 550°C, com variag¢do de massa de 2 a 6 mg.

Analise por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras da enzima livre (LCR), do suporte (PHBV) e biocatalisador imobilizado
(LCR-PHBV) foram analisadas no equipamento de Analise FTIR (Espectrofotdometro FTIR
BOMEM1 MB-100). Os espectros foram obtidos na faixa de comprimento de onda de 500 a
4000 cm™.

Espectros de Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN) de B¢

As amostras do suporte (PHBV) e biocatalisador imobilizado (LCR-PHBV) foram
caracterizados por espectrometria de ressonancia nuclear de °C, no estado sélido, em um
equipamento Variam, espectrometro de RMN Inova 400 (7,05 tesla). Os espectros foram
obtidos empregando-se a sequéncia de pulso simples e rotacdo no angulo mégico (CP-MAS),
com intervalo entre os pulsos de 3s, duracao do pulso (p/2) de 0,050s.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

As propriedades morfologicas e fisico-quimicas da enzima lipase Candida rugosa
(LCR) imobilizada em um biopolimero natural poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)
PHBYV serao discutidas neste item. O rendimento de imobilizagdo para o derivado estudado
foi de 25% e atividade hidrolitica de 301 U. g'l.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A microscopia eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada para andlise da LCR, do
suporte e do biocatalisador imobilizado. Na Figura 1 observa-se a micrografia de granulos de
LCR de uma forma geral, bem como do suporte puro (PHBV) e do biocatalisador imobilizado
(PHBV-LCR). Pode ser observado que o biocatalisador imobilizado LCR-PHBV apresentou
uma maior concentracao de granulos em compara¢do com o suporte puro PHBV, sugerindo a
fixacdo da enzima na superficie do suporte.

PHBY

Figura 1. Micrografias de granulos de enzima livre (LCR), do suporte (PHBV) e do
biocatalisador imobilizado (LCR-PHBYV)

Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A Figura 2 apresenta a curva DSC do suporte (PHBV) e do biocatalisador imobilizado
(LCR-PHBV). Deste modo, foi observado comportamentos similares para as duas amostras
analisadas, apresentando em ambos os casos um Unico pico para a faixa de temperatura
estudada. Para o PHBV foram determinadas a temperatura de fusdo (Tf = 166,60°C) e a
entalpia de fusdo (AH; = 84,59J.g™"), estes valores foram proximos aos relatados na literatura
para o suporte puro (Gongalves et al., 2009). Para o biocatalisador imobilizado (LCR-PHBV)
foram determinadas a Tr= 166,80°C ¢ a AHy= 66,43 ] .g'l.

Entretanto, e de acordo com os dados, ¢ sugerido a imobiliza¢do da enzima no suporte
visto que os valores obtidos com a imobilizagdo da enzima LCR por adsorciao fisica no
suporte PHBV, comparado aos valores quando na andlise com o suporte de forma isolada,
absorveu menor quantidade de calor para atingir a temperatura de fusdo, este ultimo
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praticamente igual ao do suporte. Este fato, possivelmente tenha ocorrido pela diferenca
causada na condutividade térmica quando com o biocatalisador imobilizado em comparagao
ao suporte isoladamente, promovendo a diminui¢do do fluxo de calor.
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Figura 2. Curvas de DSC durante o aquecimento do suporte (PHBV)
e do biocatalisador imobilizado (LCR-PHBV)

Termogravimétrica (TGA)

Na analise termogravimétrica o perfil da cada termograma foi dividido em trés regides
em funcdo da temperatura: regidao I (0 a 200°C), regido II (200 a 400°C) e regiao III (400 a
550°C). Observa-se na Figura 3 que na regido I para LCR livre a perda de massa foi desde o
inicio, enquanto que para o suporte (PHBV) e para o biocatalisador imobilizado (LCR-PHVB) a
perda de massa se manteve praticamente constante, entretanto as temperaturas foram
diferenciadas para o PHBV e LCR-PHBV.

Na regido II se observa uma elevada perda de massa com o aumento da temperatura para
as trés amostras. Para o PHVB a degradagdo méxima ocorreu praticamente até¢ 340°C com a
temperatura inicial (Tiyca) de 254°C, valores estes que corroboram com valores encontrados na
literatura onde ¢ indicado que o PHBV ¢ termicamente instavel acima de 250°C. Durante o
processo de degradagdo térmica do PHBV, a ruptura da cadeia e a hidrolise conduzem a redugao
da massa molar e a formagdo do 4cido crotonico (Singh & Mohanty, 2007). Para a LCR-PHVB a
maxima degradacao ocorreu em 315°C com a Tipicia de 250°C.

Na regido III pode ser observada que apds a degradacdo térmica do suporte ¢ do
biocatalisador imobilizado (LCR-PHVB) ocorreu uma pequena variagdo massica. Para a LCR
livre a perda de massa foi ainda substancial na regido III, provavelmente este fato esteja
associado a decomposicao de compostos organicos do biocatalisador (Soares et al., 2004).

Analise por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros no infravermelho (FTIR) obtidos para a enzima livre (LCR), o suporte
(PHBV) e o biocatalisador imobilizado (LCR-PHBV) sao apresentadas na Figura 4.

A enzima livre (LCR) apresentou um espectro tipico de proteinas, com as bandas na
faixa de 1650-1540 cm™ associadas ao seu caracteristico grupo amino (CONH) primario e
secunddario. Estas bandas sdo muito fracas no espectro para o biocatalisador imobilizado, mais
revela a presenga do grupo amino da LCR.

Os espectros para o PHBV e o LCR-PHBYV apresentam comportamentos semelhantes,
observando-se um pequeno incremento nas bandas do biocatalisador imobilizado comparado
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ao do suporte, fato que sugere a presenga da enzima livre na superficie do suporte,
verificando-se uma vez mais a técnica de imobilizag¢@o por adsor¢ao fisica.

No espectro do PHBV estdo presentes as bandas atribuidas as vibragdes de
alongamento do grupo C-O-C aproximadamente na faixa de 1245-1319 cm™, assim como as
bandas associadas ao alongamento da dupla ligagdo C=0 aproximadamente na faixa de 1700—
1760 cm™ conforme relatado por Gongalves et al. (2009).
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Figura 3. Analise termogravimétrica da enzima livre (LCR), do suporte (PHBV) e do
biocatalisador imobilizado (LCR-PHBYV)
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Figura 4. Espectros no infravermelho (FTIR) da LCR livre, do suporte (PHBV) o
biocatalisador imobilizado (LCR-PHBYV)

Espectros de RMN de “C.

Os espectros de RMN "*C do suporte (PHVB) e do biocatalisador imobilizado (LCR-
PHBV) estdo representados na Figura 5. Ambas as amostras analisadas apresentam
comportamentos semelhantes com pequeno deslocamento e diminuicdo dos picos no
biocatalisador imobilizado comparado com o do suporte. Os deslocamentos quimicos dos
picos de ressonancia observados no espectro para o suporte PHBV sdo similares ao reportado
por Slater et al. (1999), entretanto foi identificado um pequeno pico na regido proxima a 117
ppm, fato ocasionado provavelmente devido a presenca de impurezas na composi¢cdo do
suporte.
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Nos espectros da Figura 5 foram observados quatro picos de maiores intensidade,
foram eles: pico 1, 2, 3 e 4. No caso do pico 1 no espectro, este corresponde ao grupo
carbonila (C=0), o pico 2 ao grupo metileno (-CH»-), o pico 3 ao grupo metino (=CH) e o
pico 4 corresponde ao grupo metila (-CH3).
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Figura 5. Espectros do RMN do 13C em estado sélido do suporte (PHBV) e do biocatalisador
imobilizado (LCR-PHBV) por meio da técnica CP-MAS

CONCLUSOES

No presente estudo uma provavel imobilizagdo da lipase Candida rugosa (LCR) em
biopolimero natural poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) PHBV foi verificado pelos
resultados obtidos por andlise em MEV e por avaliagdo fisico-quimica (TGA, DSC, FTIR e
RMN). A LCR imobilizada em PHBV mostra-se como um sistema bastante promissor a ser
usado em diversas aplicagdes industriais.
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