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Resumo Silva, J. A.

Resumo

O objetivo deste trabalho foi estudar a preparacdo de biocatalisadores
utiizando lipase de Candida antarctica tipo B (CALB) imobilizada
covalentemente em quitosana, uma matéria-prima abundante e de baixo custo
no Ceard, em quitosana-alginato e em agarose, com o intuito de utiliza-los na
sintese de ésteres de vitamina A. Diversas estratégias de imobilizacdo foram
realizadas com o intuito de obter um derivado com elevada atividade
enzimatica e com alta estabilidade térmica e operacional. Trés tipos de
suportes (agarose, quitosana e quitosana-alginato) foram preparados a partir
de tais estratégias, sendo que um estudo aprofundado foi realizado com dois
desses suportes (quitosana e quitosana-alginato). Apenas uma estratégia de
imobilizac&o foi realizada com agarose para testa-lo na sintese de palmitato de
retinila, juntamente com dois derivados comerciais (lipase imobilizada de
Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL IM) e lipase imobilizada de Mucor
miehei (Lipozyme RM IM)), com o objetive de definir algumas condi¢gbes
operacionais. Uma condicdo avaliada que apresentou bons resultados na
sintese foi 0 uso de peneira molecular para a retirada de agua no meio
reacional, sendo, portanto, utilizada nos estudos posteriores. Apos os estudos
de imobilizacdo e estabilidade térmica a 60 °C, dois derivados (J8: quitosana
ativada com glicidol seguido de etilenodiamina (EDA) e glutaraldeido, e G10:
quitosana-alginato ativada com glutaraldeido) foram escolhidos, por
apresentarem maiores atividades especificas (422,44 + 50,4 U/g e 378,30 *
34,7 Ulg, respectivamente) e melhores estabilidades térmicas (fatores de
estabilizacdo de 10,25 e 29,00, respectivamente), para estudos de estabilidade
operacional de hidrélise e para sintese de palmitato de retinila. O derivado que
apresentou melhor estabilidade térmica a 60°C foi o G10, CALB imobilizada em
quitosana-alginato, sendo aproximadamente 29 vezes mais estavel que a
enzima soluvel, e mais de 2 vezes mais estavel do que a enzima comercial
Novozyme 435. Porém, o derivado J8 apresentou melhor estabilidade
operacional de hidrélise, semelhante ao derivado comercial Novozyme 435. Um
planejamento experimental 2° foi realizado para se avaliar a sintese de
palmitato de retinila. Avaliou-se a influéncia da temperatura (37 °C e 45 °C) e
da razao entre os substratos, retinol:acido palmitico (1:3 e 1:5), no rendimento
de sintese, catalisada pelo derivado J8. Uma reacao utilizando o derivado G10
utilizando a melhor condi¢cdo do planejamento experimental foi realizada para
ver o comportamento desse derivado. Com uma analise estatistica dos
resultados, péde-se observar que a razdo entre os substratos teve efeito
significativo no rendimento de sintese. Maiores foram obtidos quando a raz&o
entre substratos foi igual a 1:5. Como os resultados nas temperaturas de 37 °C
e 45 °C foram semelhantes, selecionou-se a temperatura de 37 °C para
reacdes posteriores, por necessitar de um menor gasto de energia para atingi-
la.

Palavras-chave: quitosana, alginato de sédio, imobilizacdo de enzimas, CALB,
sintese enzimatica, retinol.
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Abstract Silva, J. A.

ABSTRACT

The objective of this work was to study the preparation of biocatalysts using
lipase of Candida antarctica type B (CALB) covalently immobilized in agarose,
chitosan, an abundant and low cost raw material, to be used in the synthesis of
ester of Vitamin A. Several strategies of immobilization were studied in order to
obtain a biocatalyst with good enzymatic activity and high thermal and
operational stabilities. Three types of supports (agarose, chitosan and chitosan-
alginate) were activated by different strategies, but most of attention was given
to the supports chitosan and chitosan-alginate. Only one derivative was
prepared by immobilizing CALB in agarose and results of synthesis were
compared to commercial derivatives (immobilized lipase of Thermomyces
lanuginosus - Lipozyme TL IM - and immobilized lipase of Mucor miehei -
Lipozyme RM IM), for the definition of some operational conditions. The
operational condition that presented good results in the synthesis was used in
further studies, such as removal of water from the reacional media by molecular
sieves. After immobilization and thermal stabilities at 60 °C tests, two
derivatives (J8: chitosan actived with glicidol follow by EDA and glutaraldehyde;
G10: chitosan-alginate actived with glutaraldehyde) were selected: the ones
that presented higher specific activities (422.44 + 50.4 U/g and 378.30 + 34.7
U/g, respectively) and best thermal stabilities (factors of stabilization of 10.25
and 29.0, respectively). Operational hydrolytic stabilities and the performance of
these biocatalysts on the synthesis of retinyl palmitate were evaluated. One
factorial design 22 was carried out to evaluate the synthesis of retinyl palmitate.
The influence of the temperature (37 °C and 45 °C) and ratio between
substrates concentration, retinol: palmitic acid (1:3 and 1:5), in the yield of
synthesis, catalyzed for the J8 derivative, were evaluated. A statistical analysis
of the results showed that the the most significant effect was the rate of
substrates concentration. Higher yields of synthesis were obtained when the
ratio of substrates concentration was equal to 1:5. Results of reaction yields at
37°C and 45 °C were very similar. Therefore, 37 °C was selected for further
studies. Best results for thermal stability at 60°C were obtained for G10, CALB
immobilized in chitosan-alginate, being approximately 29-fold more stable than
soluble enzyme, and 2-fold more stable than the commercial enzyme
(Novozyme 435). On the other hand, J8, CALB immobilized in chitosan,
presented higher operational hydrolysis stability, with a similar deactivation
profile to Novozyme 435.

Keywords: chitosan, sodium alginate, enzyme immobilization, CALB, enzymatic
synthesis, retinol.
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1. INTRODUCAO

A vitamina A, também conhecida como retinol, vitamina antinfecciosa ou
antixeroftalmica, foi a primeira vitamina a ser identificada. Esta vitamina
lipossoluvel, essencial para o ser humano, € encontrada na natureza na forma
livre ou esterificada e sO se apresenta em alimentos de origem animal. Nos
alimentos de origem vegetal sdao encontradas as pro-vitaminas A ou
carotendides, cujo principal exemplo € o p-caroteno. A vitamina A tem varias
fungdes, sendo importante para a visdo normal, expressao dos genes,
reproducdo, desenvolvimento embrionario, crescimento e fungdo imune. A sua
deficiéncia pode causar dificuldade de adaptagdo da visdo ao escuro (cegueira
noturna), podendo até levar a cegueira, em casos mais graves (Penteado,
2003).

Desde a completa elucidagao da estrutura de vitamina A por Karrer em
1930, foram realizados varios esforgos para a sintese da vitamina A. Em 1937
Kuhn e Morris sintetizaram a vitamina A, mas com rendimento de apenas 7,5%.
O material inicial era a (B-ionona, que pode ser obtida de fontes naturais ou
sintéticas. Dos procedimentos comerciais destacam-se os de Hoffman-La
Roche e o de Badish Anilin-und Soda-Fabrik (BASF) (Penteado, 2003).
Atualmente, alguns autores (Cao et al., 1999; Bonrath e Netscher, 2005;
Rejasse et al., 2003) vém estudando novas rotas de sintese com o intuito de se
obter produtos puros, através de processos menos dispendiosos do ponto de
vista econdmico e com uma reducdo da produgdo de residuos, que sao

prejudiciais ao meio ambiente.

Reacbes de esterificacdo sao comercialmente importantes com
produgdes que variam de algumas centenas de quilogramas até milhdes de
toneladas por ano, sendo interessante o estudo de novos processos com o
intuito de aperfeicoa-los. Esteres servem como precursores e/ou aditivos para
uma variedade de perfumes e sabores, farmacos, cosmeéticos, agro-quimicos,
plastificantes e polimeros, e também como solventes. Atualmente muitos
esteres sado produzidos por métodos tradicionais que incluem sintese quimica e

1
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extracdo de fonte natural. Esteres extraidos de plantas ou alimentos de origem
animal sao frequentemente escassos ou com elevados custos para uso
comercial, enquanto aqueles sintetizados por métodos quimicos tém menor
custo. Porém estes métodos usam acidos como catalisadores, os quais
apresentam problemas como: corrosao de equipamentos, perigo no manuseio,
nao reutilizagdo, necessidade de neutralizagcdo da massa resultante da reacao
gerando grandes quantidades de sal dissolvido, perda de converséao,
rendimento e seletividade, bem como, poluicdo e alto custo de manufatura
(Yadav e Trivedi, 2003). Portanto, a pressédo de orgaos legislativos, e
ambientais, como por exemplo, a ONG greenpeace, contribui para o
desenvolvimento de intensivas pesquisas a fim de implementar novos
processos ecologicamente corretos (Yadav e Lathi, 2003). Segundo Song e
Wei (2002), reacbes catalisadas por enzimas, do ponto de vista ambiental, séo
superiores aos métodos quimicos convencionais por causa das condigdes
amenas de reacgao e alta eficiéncia catalitica, e da inerente seletividade dos

catalisadores naturais aos substratos.

Enzimas s&o proteinas que agem como catalisadores, aumentando a
velocidade nas quais as reagbes bioquimicas acontecem, sem serem
consumidas e, sem alterar a diregdo ou natureza dessas reacgbes. Elas
permitem a sintese de produtos, como por exemplo, ésteres e intermediarios,
Cuja sintese por processos quimicos convencionais € bastante limitada, devido
a pouca seletividade dos catalisadores acidos empregados (Pereira et al.,
2003). Enzimas hidroliticas, tal como as lipases, tém se tornado cada vez mais
populares em sintese quimica, especialmente nas industrias de cosméticos e
industrias farmacéuticas, onde a pressdo reguladora tem incentivado o
desenvolvimento e “marketing” de compostos naturais. Devido a alta
seletividade enzimatica, chegando a produzir um dos isbmeros 6pticos de um
determinado composto, ao invés da mistura deles, essa rota pode ser utilizada
para a sintese de drogas quirais onde apenas uma das formas enantioméricas
possui a atividade farmacoldgica desejada (Arroyo et al., 1995; Sharma et al.,
2001; Wandrey et al., 2000).
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Outra vantagem do uso de enzimas para a sintese de compostos é que,
em geral, a energia requerida em processos que empregam enzimas € menor,
em relacdo aquela requerida por catalisadores quimicos. O emprego de
elevadas temperaturas pode levar a perda do produto por volatilizagdo ou
reagcdes secundarias (Paiva et al., 2000). O uso de lipase imobilizada, em
processo de esterificagcdo, leva a altos rendimentos no reator sob suaves
condigbes de operagao, dispensando etapas posteriores de purificagdo (Garcia
et al., 2000). As lipases também podem ser utilizadas em processos de

transesterificacao e interesterificacao.

A funcado natural das lipases (triacilglicerol hidrolases E.C. 3.1.1.3) € a
hidrolise de triglicerideos. Contudo, elas podem ser usadas in vitro para
catalisar muitas reacbes diferentes. Industrialmente, sdo usadas na
modificagdo de 6leos e gorduras, sintese de acidos graxos como cosmeéticos
ou surfactantes, e para produzir muitos intermediarios diferentes para sintese
organica (por exemplo: na resolugao de misturas racémicas) (Palomo et al.,
2002). Entre as varias razbes que as tornam uma opg¢ao particularmente
atrativa, pode-se citar ampla disponibilidade, baixo custo, condi¢bes suaves de
sintese, facilidade de uso porque nao necessitam de co-fatores e ampla
especificidade para substratos. O uso desses catalisadores € crescente em
escala industrial, especialmente na industria farmacéutica, de detergentes,

couros e panificagdo, entre outras (Dalla-Vecchia et al., 2004).

Os catalisadores enzimaticos apresentam, como principais vantagens,
elevada especificidade e atuacdo em condi¢cdes suaves de temperatura e pH.
Entretanto, devido a dificil extragcdo ou producdo e purificacdo de enzimas,
existem poucas empresas no mundo que comercializam estes catalisadores.
Desta forma, a necessidade na industria quimica de obter produtos com
elevado grau de pureza, em processo economicamente viavel, tém despertado
no meio cientifico o interesse no desenvolvimento de técnicas de imobilizagao
de enzimas como uma forma de facilitar sua recuperagdo para posterior

reutilizagdo (Rodrigues, 2005).
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Enzimas imobilizadas sao definidas como enzimas que estdo numa
forma insoluvel no meio em que serao utilizadas como catalisadores. Essa
forma insoluvel é adquirida por processos no qual ha uma retencdo de sua
atividade catalitica podendo ser utilizada repetida e continuamente. A
imobilizacdo pode ocorrer através da adsorgado ou ligagdo da enzima em um
material insoluvel, pelo uso de um reagente multifuncional através de ligacdes
cruzadas, confinamento em matrizes formadas por geéis poliméricos ou

encapsulacdo em membrana polimérica (Dalla-Vecchia et al., 2004).

Para que o emprego de enzimas imobilizadas se torne um processo
economicamente viavel, deve-se considerar o tipo de suporte empregado,
assim como o método de imobilizagdo. Muitas técnicas de imobilizacdo tém
sido reportadas, usando suportes de natureza organica e inorganica com

diferentes caracteristicas (Dumitriu et al., 2003).

Deve-se ressaltar que, dependendo das condi¢cdes de imobilizagao e dos
suportes empregados, a enzima apresentara diferentes propriedades finais,
podendo mudar sua estabilidade frente a pH e/ou temperatura. Quando se
desenvolve um biocatalisador imobilizado, as caracteristicas mais desejaveis
sao elevadas estabilidade operacional e eficiéncia catalitica. A estabilidade
operacional € uma avaliacdo da perda de atividade do biocatalisador. Nesta
avaliagdo, bateladas consecutivas da reacdao de interesse sido realizadas, a
qual depende de uma série de fatores, tais como: desprendimento da enzima
do suporte, obstrucdo dos poros por impurezas ou produtos secundarios e
perda de suporte por atrito ou dissolugao (Soares et al., 2000). Ja a eficiéncia
catalitica é a razao entre as unidades de atividade enzimatica, medida no
suporte apos imobilizacdo da enzima e as unidades de atividade oferecidas ao
mesmo. Baixos valores de eficiéncia catalitica podem estar relacionados a
mudangas conformacionais na enzima durante a imobilizacdo ou, a
propriedades fisicas e quimicas do suporte, as quais podem mudar a afinidade
da enzima pelo substrato e torna-la menos acessivel ao mesmo. A eficiéncia
catalitica pode, também, ser seriamente diminuida por causa de restricdes

difusionais, comuns em biocatalisadores imobilizados (Blanco et al., 2004).

Preparacao de Biocatalisadores utilizando lipase de Candida antarctica Tipo B Imobilizada
para a Sintese de Esteres de Vitamina A



Introdugao Silva, J. A.

Neste contexto, esta dissertacdo de mestrado utilizou metodologias de
imobilizacdo de lipase, com o objetivo geral de preparar biocatalisadores
utiizando a lipase de Candida antarctica tipo B (CALB) imobilizada em
quitosana, matéria-prima abundante em nossa regido e de baixo custo, e testar
seus desempenhos na sintese de ésteres de vitamina A.

Os objetivos especificos foram: utilizar diferentes agentes ativantes, ou
uma combinacdo deles, para ativar os suportes preparados com quitosana e
quitosana-alginato e avalia-los calculando atividade dos derivados, atividade
recuperada, rendimento de imobilizagdo, bem como estabilidade térmica e
operacional. E com isso selecionar os melhores derivados e testa-los na

sintese de um éster de vitamina A, o palmitato de retinila.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Vitaminas

O termo vitamina foi utilizado pela primeira vez em 1911, para designar
um grupo de substancias que eram consideradas vitais, e todas elas continham
o elemento nitrogénio na forma de aminas. Embora saibamos que varias das
vitaminas hoje conhecidas ndao possuem grupos aminas em suas estruturas
quimicas, o termo é usado até hoje. A grande maioria das vitaminas nao pode
ser sintetizada pelos animais e mesmo as que sao sintetizadas, ndo 0 sdo em
quantidade suficiente. As vitaminas, portanto, devem ser obtidas na dieta
alimentar ou em suplementos. Por esse motivo sdo chamadas de nutrientes
essenciais. E é dai que vem a definicho mais atual do termo vitamina:
"compostos organicos obtidos em uma dieta normal e capaz de manter a vida e
promover o crescimento”. O papel das vitaminas no organismo € extremamente
importante. Sempre que uma vitamina esta ausente em uma dieta, ou nao
possa ser corretamente absorvida, surge uma doencga especifica. Muitas vezes
ingerimos n&o a vitamina, mas uma provitamina: uma substancia com estrutura
similar a uma vitamina especifica, e que pode ser convertida a esta, via
reagcdes metabdlicas. Exemplos sdo beta-caroteno (precursor da vitamina A) e
7-dehidrocolesterol (precursor da vitamina D3). O triptofano € um aminoacido,
um dos tijolos fundamentais das proteinas, e € também um precursor do acido
nicotinico, a vitamina B4. Existem substancias que impedem o funcionamento
normal de uma vitamina: sdo chamados anti-vitaminas. As anti-vitaminas
podem se ligar as vitaminas (a anti-vitamina avidina, por exemplo, impede a
funcdo da vitamina tiamina), destruir as vitaminas (a anti-vitamina tiaminase
destréi a tiamina) ou inibirem a fungdo co-enzimatica de uma vitamina

(http://quark.gmc.ufsc.br).
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2.1.1. Vitamina A

Em 1915 foi adotado o termo “lipossoluvel A” para um composto, hoje
conhecido como vitamina A (retinol), que estimulava o crescimento em ratos.
Esse composto foi encontrado inicialmente no leite, na manteiga e na gema do
ovo. Hoje se sabe de varias fontes onde é encontrada a vitamina A. Ela s6 se
apresenta em alimentos de origem animal, onde uma das fontes mais ricas é o
figado de peixes marinhos e de mamiferos. Nos alimentos de origem vegetal
sdo encontradas as pré-vitaminas A ou carotendides, cujo principal exemplo é

o B-caroteno (Figura 2.1).

Figura 2.1: Estrutura quimica do B-caroteno (Penteado, 2003).

O retinol tem a férmula empirica CyoH300 e contém na sua estrutura
quimica o anel B-ionona ligado a uma estrutura terpénica. A férmula quimica

pode ser visualizada na Figura 2.2.

HsC CH, CHy CHg

NN\ OH

Figura 2.2: Estrutura quimica do retinol (Penteado, 2003).

O retinol, que possui peso molecular de 286,4 g/mol, pode ser um 6leo
amarelo, com absorgédo no ultravioleta a 325 nm ou sdlido cristalino com PF =
63-64 °C. Na natureza, a vitamina A aparece na forma esterificada e
consequentemente € soluvel em solventes orgéanicos e insoluvel em solugdes

aquosas. Ela é sensivel a oxidagao na presenca de luz (isomerizagao), instavel

Preparacao de Biocatalisadores utilizando lipase de Candida antarctica Tipo B Imobilizada
para a Sintese de Esteres de Vitamina A



Revisdo Bibliografica Silva, J. A.

ao calor e em meio acido (isomerizacao), sendo estavel em meio alcalino. As
formas comerciais (esterificadas) obtidas por sintese tém melhor estabilidade e
solubilidade que o retinol e aparecem na forma de retinil-acetato e retinil-

palmitato-todo-trans (Penteado, 2003).

2.2. Catalisadores Enzimaticos

Catalise pode ser definida como um processo pelo qual uma pequena
quantidade de substéancia (o catalisador) aumenta a velocidade de uma reagéo
quimica sem ser consumida. As enzimas sao catalisadores naturais
fundamentais para a manutencdo da vida, pois elas aumentam em muito a
velocidade de diversas reaces por um fator de 10'? ou mais (Koolman, 2005).

A Figura 2.3 mostra duas reagdes, uma catalisada e outra ndo catalisada.

— &. Reagdo sem catalisador

Complexo 1 Estade de Complexc 2z  Produtes

Reagentes e
transigdo

©

,ﬁg ) (] 1 o
/ / + > | 1 \ At
By, «—» |A[Bl +«——» :\\ «—» S AN > ‘~;o\
' e
\
'

— B. Reaclic catalisada por enzima

e
A

M*‘ﬂ,

2. Complexo E-& 3.Complexo E-A-B

Sitio ativo

Figura 2.3: Esquema de reacgdo realizada sem enzima (A) e catalisada com

enzima (B) (Koolman, 2005).

Preparacao de Biocatalisadores utilizando lipase de Candida antarctica Tipo B Imobilizada
para a Sintese de Esteres de Vitamina A



Revisdo Bibliografica Silva, J. A.

A reagdo na qual o catalisador ndo esta presente necessita de uma
grande quantidade de energia de ativagdo para que chegue ao estado de
transicao e a reagcao se complete, dependendo também dos choques aleatorios
que acontecem entre as moléculas reagentes. Ja na reagdo em que ha uma
enzima como catalisador essa energia necessaria para se atingir o estado de
transicdo é menor, pois ha uma regido da enzima chamada de sitio ativo que
tem uma alta afinidade pelos substratos, facilitando assim a aproximacao e
orientacdo entre eles para que ocorra a reagao. As letras X, Y e Z que
aparecem na Figura 2.3 representam os residuos de aminoacidos presentes na
enzima responsaveis pela interagdo entre enzima e substrato e que s&o
responsaveis pela estabilizagdo do estado de transi¢do (Koolman, 2005).

As vantagens desses catalisadores naturais em relagdo aos quimicos, é
que eles apresentam caracteristicas peculiares como: elevada estéreo-
especificidade e seletividade ao substrato e eficiéncia catalitica (resultando em
energia de ativagado requerida muito menor, condi¢gdes suaves de reagao de pH
e temperatura), o qual reduz a quantidade de energia necessaria, diminuindo
também os danos causados aos produtos, ocasionado pela alta temperatura
utilizada no processo (Paiva et al., 2000).

O uso de processos mediados por enzimas vem desde as civilizagdes
antigas. Hoje aproximadamente 4000 enzimas sdo conhecidas, e destas, cerca
de 200 sdo usadas comercialmente. A maioria das enzimas de uso industrial
tem origem microbiana, sendo as lipases as que representam ter maior
aplicagao industrial até o momento (Sharma et al., 2001).

Enzimas sao comercializadas em diferentes formulagbes (solugdes
aquosas, po ou imobilizadas em matriz sélida), das quais somente aquelas em
forma de p6 ou imobilizadas podem ser adicionadas diretamente em solventes
organicos. O uso de biocatalisadores em solventes organicos oferece muitas
vantagens em relagdo a agua pura, tais como aumento da solubilidade de
substratos organicos pouco soluveis em agua, impedimento de reagdes
secundarias indesejadas, degradagdo de reagentes organicos, deslocamento

do equilibrio termodindmico de muitos processos (Lozano et al., 2004). Além
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disso, as enzimas podem adquirir novas propriedades, dependendo do
solvente organico empregado como meio dispersante, tais como maior termo-
estabilidade, especificidade pelo substrato e especificidade enantiomérica,
memoria molecular e habilidade de catalisar reagdes nao usuais (Krishna e
Karanth, 2001).

2.3. Lipases

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo biocatalisadores responsaveis por catalisar
reagcdes de hidrélise de o6leos em acidos graxos livres, monoacilglicerdis,
diacilglicerois e glicerol. Um elevado numero de compostos de alta e baixa
massa molecular também pode ser substrato dessa enzima, tais como
tioésteres, amidas, poliidroxiesteres/hidroxiacidos, etc. Além da hidrdlise, as
lipases também s&o capazes de catalisar reagdes reversas, como esterificagao,
transesterificagao (interesterificagao, alcoolises e aciddlises), amindlise (sintese
de amidas) e lactonizagdo, sendo que a atividade de agua do meio reacional é
um dos fatores determinantes para cada classe de reagdo. As reacbes de
esterificacdo, segundo alguns autores (Chulalaksananukul et al, 1990; Arcos et
al., 2001) seguem um mecanismo denominado Ping Pong Bi Bi (ver Figura 2.4)
e foi proposto para o tipo de reagdo que envolve dois substratos (A e B) e dois
(P e Q) produtos (Bi Bi). Nesse tipo de reagdo, a enzima reage com o primeiro
substrato (no caso o acido) formando o intermadiario acil-enzyma, liberando
agua (o primeiro produto), depois reage com o alcool, o segundo substrato,

liberando o éster como segundo produto (Bousquet-Dubouch et al., 2001).

S I

E EA (EAP) (EA} (EAB) EQ E

Figura 2.4: Sequéncia de reagcao enzimatica ping-pong bi-bi.
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Conforme a classificagdo das enzimas, as lipases sao divididas da
seguinte forma:

1. Regiosseletivas - subdivididas em:
I. lipases nao-especificas - hidrolisam ésteres de acidos graxos primarios ou
secundarios, liberando acidos graxos na posi¢ao 1(3) ou 2;
Il. lipases 1,3-especificas - hidrolisam apenas ésteres de acidos graxos
primarios, isto é, na posi¢cao 1 ou 3 (existem alguns estudos na literatura sobre
a lipase A de Candida antarctica que hidrolisa a posigao 2).

2. Tipo-seletivas com relacdo ao tamanho da cadeia carbbnica e/ ou ao
numero de insaturagao do grupo acila.

3. Enantioseletivas

Uma das vantagens de se empregar lipases como catalisadores consiste
na possibilidade de utilizar condicdes suaves de reagao evitando a formacgao de
produtos indesejaveis, além de ter maior controle e eficiéncia do processo
(Garcia et al.,, 2000). Além disso, estas enzimas apresentam caracteristicas
interessantes, tais como: substancial atividade em solventes quase anidros,
manutencdo de sua estabilidade e atividade sob grandes variagdes das
condigdes experimentais (Létisse et al., 2003).

Mais de 50 lipases foram identificadas, purificadas e caracterizadas até
esta data, originadas de fontes naturais como plantas, animais e
microrganismos (nativos ou geneticamente modificados) (Dumitriu et al., 2003).
A massa molecular dessas enzimas varia de 20-75 kDa e seu ponto isoelétrico
(pl) varia em uma faixa de 3,6-7,6, sendo majoritariamente acidicas com pl
entre 4 e 5 (Dalla-Vecchia et al., 2004). Elas podem operar em pH na faixa de
4-9 e em temperaturas variando desde a ambiente até 70 °C. Sdo usualmente
estaveis em solugdes aquosas neutras a temperatura ambiente apresentando
em sua maioria, uma atividade 6tima na faixa de temperatura de 30-40 °C.
Contudo, sua termoestabilidade varia consideravelmente em func&o da origem,
sendo as lipases microbianas as que possuem maior estabilidade térmica
(Castro et al., 2001).

As lipases ja apresentam aplicagbes de grande importancia nos setores

alimenticio e quimico os quais estao apresentados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1: Aplicagdes industriais das lipases

Setor Aplicacao Produto
Alimenticio
Laticinio Hidrélise da gordura do leite Agente aromatizante para
manufatura  de  produtos
lacteos
Panificacao Melhoramento do Confeitos e bolos
sabor/qualidade, prolongamento
do tempo de prateleira
Bebidas Melhoramento do aroma e Bebidas alcodlicas, ex: saqué,

aceleracdo da fermentagao, por

remocao de lipidios

vinho e outras

Processamento de derivados

do ovo

Melhoramento da qualidade do

ovo por hidrélise dos lipidios

Maionese, molhos e cremes

Processamento de carne e

peixe

Desenvolvimento de aroma e

remocgao de excesso de gordura

Produtos embutidos

Processamento de 6leos

Transesterificacdo de  dleos

naturais, hidrélise de 6leos

Oleos e gorduras modificadas

(subst. da manteiga de cacau)

Quimico

Quimica fina Sintese de ésteres Esteres

Detergentes Remogcdo de manchas de Detergentes
gorduras de alimentos

Farmacéutico Digestao de dleos e gorduras de Digestivos
alimentos

Analitico Andlise de triglicerideos no Diagndéstico
sangue

Cosmeético Remocao de lipidios Cosméticos em geral

Curtume Remocéao de gorduras das peles Produtos de couro
dos animais

Diversos Decomposigdo e remogao de Limpeza de tubulagéo,

substancias oleosas

tratamento de efluentes e
outros, em combinagdo com

outras enzimas

Fonte: Castro et al., 2004
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2.3.1. Mecanismo de ativagédo para lipases

Uma peculiaridade no mecanismo de acido da lipase € chamada de
ativacao interfacial: as lipases podem se apresentar sob duas diferentes
conformacgdes, uma aberta (ativa) e uma fechada (inativa). Em meio aquoso
homogéneo essas formas estdo em equilibrio, no entanto esse equilibrio esta
deslocado para a conformacdo fechada. Na presenca de superficies
hidrofébicas (por exemplo, gotas de 6leo) a lipase € adsorvida movendo o

equilibrio para a conformacéo aberta. (Palomo et al., 2005).

A forma fechada exibe uma cadeia oligopeptidica helicoidal chamada
“tampa” isolando o sitio ativo do meio reacional. Na forma aberta, a “tampa” é
deslocada por mudancas conformacionais e o sitio ativo € exposto ao meio
reacional tornando a enzima ativa (Rodrigues, 2005).

O sitio catalitico das lipases é formado pela triade catalitica Ser-His-
Asp/Glu, que se repete em todas as estruturas e é frequentemente protegido
na molécula pela “tampa”, que ao interagir com a interface lipidio/agua sofre
uma mudanga conformacional, expondo o sitio ativo. Mais recentemente,
observou-se que a presengca da “tampa’ nao esta necessariamente
correlacionada com a ativacdo interfacial, sendo que as lipases de
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e Céandida antarctica B, que
apresentam “tampa” em suas estruturas, ndo sofrem ativacéo interfacial. Por
outro lado, as cutinases, enzimas consideradas lipases “verdadeiras”, nao
apresentam a “tampa” e nao precisam da interface para exercer a atividade
hidrolitica (Dalla-Vecchia et al., 2004).

2.3.2. Lipase de Candida antarctica do tipo B

A lipase de C. antarctica do tipo B (CALB) é constituida de 317 residuos
de aminoéacidos com estrutura globular e dimensdes de 30 A x 40 A x 50 A, tem
peso molecular de 33 kDa e ponto isoelétrico (Pl) de 6,0 (Uppenberg et al.,

1994). Os autores observaram que na estrutura da CALB, o sitio ativo esta
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acessivel ao solvente através de um canal tortuoso. As paredes deste canal
sao bastante hidrofébicas e formadas por residuos alifaticos alinhados.

Esta lipase ndao apresenta a “tampa”, responsavel pela hiperativacao
caracteristica de outras lipases (Blanco et al., 2004). A Figura 2.5 mostra uma

representacao da estrutura molecular da CALB.

Figura 2.5: Estrutura tridimensional da CALB disponivel no Protein Data Bank
(PDB).

A CALB esta comercialmente disponivel em varias formulagdes para
aplicagbes em solventes organicos ou meio aquoso. Estas formulagdes s&o
bastante ativas mesmo em baixa atividade de agua e podem tolerar solventes
relativamente polares como a acetonitrila (Rotticci, 2000). Aplicagdes industriais
importantes de CALB, tanto na forma livre quanto imobilizada s&o: sintese de
triglicerideos e esterificagdo de alcoois terpénicos; esterificacdo de agucares,
nucleosideos e esterdides; resolucdo de alcoois secundarios via hidrélise ou

esterificacdo em solventes organicos; sintese de antiinflamatérios.

2.4. Métodos de imobilizagcdo de enzimas

Imobilizagdo de enzimas pode ser definida como o aprisionamento de

moléculas de enzima em uma fase distinta, onde se encontra dispersa no meio,
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usualmente insoluvel em agua e com alto peso molecular, como por exemplo,
polimeros hidrofilicos (celulose, quitosana, alginato etc) (Trevan, 1980).

As enzimas sdo imobilizadas devido a diversos problemas na utilizagao
de sua forma livre: o alto custo para isolar e purifica-la, a instabilidade de suas
estruturas uma vez que é isolada de ambientes naturais, sua sensibilidade a
condicbes de processos que estdo fora dos seus Otimos de operacdo,
normalmente uma estreita faixa, e as quantidades traco de substancias que
podem atuar como inibidores. A heterogeneidade do sistema com enzimas
imobilizadas permite uma facil recuperacdo da enzima e do produto, a
reutilizacdo multipla da enzima, operagdes continuas de processos enzimaticos
e uma grande variedade de configuragao de biorreatores (Krajewska, 2004).

Atualmente, varios métodos de imobilizagdo estdo disponiveis na
literatura, como adsorgdo, imobilizacdo covalente, ligacdo i6nica,
encapsulamento, gelificacado e ligacdo cruzada na auséncia de suporte (Figura
2.6).

Métodos de imobilizagao de enzimas

Ligacho ao suporte| |Ligacao cruzada Aprisionamento
%
- . :‘ .l'" J
o X 4Nty Qo]

™ & W g ' L | -
. I

Adsorgao Ligagao Ligagio Gelificagio Microencapsulagio

fizsica I&nica Covalente

Figura 2.6: Esquema de enzimas imobilizadas empregando diferentes métodos.
Disponivel no site: http://leee.qgist.ac.kr/research_6.html

A selecdo do método de imobilizacdo € feita pela avaliacdo de
parametros como atividade enzimatica global, efetividade de utilizagdo de
lipase, desativagéo e caracteristicas de regeneracéo, custo do procedimento de
imobilizagao, toxicidade dos reagentes de imobilizacédo e as propriedades finais

desejadas do derivado imobilizado (Rodrigues, 2005). O método de adsorgao é
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simples, barato e efetivo, mas frequentemente reversivel. A ligagcao covalente e
a ligacdo cruzada apresentam maior custo e perdem facilmente o desempenho
depois da imobilizacdo, por mudanga de sua conformacdo, mas sao mais
estaveis, na gelificacdo e microencapsulamento os problemas de difusdo séo
inerentes (Krajewska, 2004). Todos os métodos apresentam suas vantagens e
desvantagens, portanto dependendo da aplicagdo e avaliagdo dos parametros
citados anteriormente é que se escolhe um dos métodos de imobilizacdo de
enzimas mais adequado.

A técnica de imobilizagao por ligagdo covalente apresenta a vantagem
em relagcdo a técnica de adsorcdo por nao apresentar o fenbmeno de
dessorcdo. O maior interesse € realizar o ataque aos aminoacidos da enzima
que nao fazem parte do sitio catalitico. Isso pode ser dificil de atingir e,
usualmente, enzimas imobilizadas com essa técnica perdem um pouco de sua
atividade inicial. Contudo enzimas imobilizadas covalentemente sé&o
usualmente muito estaveis e resistentes em condi¢cbes extremas (faixa de pH e

temperatura) (Villeneuve et al., 2000).

Muitos suportes minerais ou organicos podem ser usados para
imobilizagdo, mas antes de realizar a ligagdo covalente, o suporte deve ser
ativado. Essa ativagdo corresponde a incorporagdo de grupos quimicos
capazes de reagir com as cadeias laterais da proteina. Diferentes métodos de
ativagdo sao avaliados: o mais comum € o que utiliza glutaraldeido. Esse
composto polimeriza facilmente dando polimeros contendo fungbes aldeidicas
o-insaturadas as quais podem reagir com 0sS grupos amino do suporte
(Villeneuve et al.,, 2000). Outros compostos que podem ser utilizados para
ativar suportes e apresentam grupos hidroxila sdo o glicidol, utilizado por

Guisan (1988), e a carbodiimida utilizado por Hung et al. (2003).

2.5. Suportes paraimobilizag&o de lipases

Nao ha um suporte universal para todas as enzimas e suas aplicagdes,

mas um numero de caracteristicas desejaveis comuns deve existir para aplicar
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na imobilizacdo de enzimas. Entre elas inclui-se: alta afinidade para proteinas,
presenga de grupos funcionais reativos para reagdes diretas com enzimas e
para modificacbes quimicas, hidrofilicidade, estabilidade mecanica,

regenerabilidade etc (Krajewska, 2004).

Muitas técnicas de imobilizacdo tém sido reportadas baseadas em
processos sol-gel e em geéis microemusionados, tais como, derivados
poliméricos naturais, materiais inorganicos como terra diatomécea (Celite),
vidro com porosidade controlada, silica, zedlitas, silicatos, Oxidos
mesoestruturados, hidroxidos com dupla camada, ceramicas, matrizes
inorganicas (Dumitriu et al., 2003). O alto custo de suportes populares
(baseados em silica e polimeros sintéticos) faz com que haja uma busca de
suportes mais baratos como CaCOs;, palha do arroz, ou quitina e quitosana.
Dessas alternativas o derivado de quitina, quitosana, aparece como 0 mais
atrativo visto que quitina € o segundo mais abundante biopolimero na natureza,
depois da celulose (Pereira et al., 2003). A Figura 2.7 apresenta alguns
suportes que s&o utilizados na imobilizagdo de enzimas e sao pesquisados
pelo Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos Biotecnoldgicos
(GPBIO).

Figura 2.7: Alguns suportes que podem ser utilizados na imobilizacdo de

enzimas. (a) Alginato, (b) quitosana, (c) agarose e (d) silica.

Quanto ao tamanho dos poros, segundo a International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC), os suporte podem ser classificados em:
microporosos (com tamanho de poro até 2,0 nm), mesoporosos (2,0 até 50 nm)

e macroporosos (acima de 50,0 nm). O uso de suportes meso € macro-porosos
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diminuem efeitos indesejaveis, como impedimento estérico. Nestes suportes, o
derivado usualmente retém mais alta atividade e tem maior carga enzimatica
(Blanco et al., 2004).

Neste trabalho foram utilizados como suporte para a imobilizagdo de
lipase de C. antarctica através de ligagao covalente, a agarose, a quitosana e o

alginato de sddio, sendo este ultimo utilizado combinado com quitosana.

2.5.1. Agarose

Agarose € um polimero de polissacarideo geralmente extraido de algas
marinhas, com peso molecular em torno de 120.000 daltons (www.
abtbeads.com/suporte). Quimicamente a agarose (molécula linear), que tem
como unidade que se repete ao longo da cadeia, a agarobiose que consiste de
dois residuos de galactose, tem uma forma hidro-coloidal e pode formar pellets
por gelatinizagao térmica (Betigeri e Neau, 2002). A Figura 2.8 ilustra a unidade

basica da cadeia polimérica de agarose.

A agarose se apresenta como um bom suporte para imobilizacdo de
enzimas. Guisan (1988) e Palomo et al. (2002) imobilizaram enzimas em

agarose obtendo bons resultados.

OH 0]

(0] > e
/O OHo
OH

HO

Figura 2.8: Esquema da unidade basica da agarose (Betigeri e Neau, 2002).
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2.5.2. Alginato

Alginato € um biopolimero que pode ser extraido de algas marrons. Ele é
um polissacarideo linear nao ramificado composto por duas unidades que se
repetem ao longo da cadeia, nomeados de acido manurdnico (M) e acido
gulurénico (G) (Figura 2.9). Esses residuos s&o unidos por ligagdes 1 — 4 e
podem variar largamente em sua composigdo e sequéncia dependendo da

origem da alga (Rousseau et al., 2004).

Figura 2.9: Estrutura quimica do alginato. G é o grupo do acido gulurénico e M

€ o grupo do acido manurénico (Rousseau et al., 2004).

O alginato é utilizado para preparar um compdésito polieletrélito com
quitosana, com o objetivo de se obter um suporte mais firme e, portanto com
uma maior estabilidade frente a condigbes drasticas de temperatura e agitagcao

mecéanica.

2.5.3. Quitosana

Quitina e quitosana s&o poliaminossacarideos originados de fontes
naturais (Figura 2.10). Quitina é um dos recursos renovaveis mais abundantes
do mundo. Um grande constituinte das carapagas dos crustaceos, do
exoesqueleto de insetos e da parede de fungos que fornece forgca e
estabilidade. Quitosana, o derivado principal da quitina, € obtido por N-

desacetilagdo em variadas extensbes que é caracterizado por seu grau de
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desacetilagdo, e € consequentemente um copolimero de N-acetil-D-

glucosamina e D-glucosamina (Krajewska, 2004).

Comercialmente quitina e quitosana sao obtidas, relativamente a baixos
custos, de carapagas de mariscos (principalmente caranguejos, camarao, e
lagostas), residuos de processos da industria alimenticia marinha (Krajewska,
2004). No Ceara, isto € uma grande vantagem devido a facil aquisicdo e a
grande atividade pesqueira existente em nosso litoral, consequentemente
barateando os custos que chegam a US$ 7,5/10 g na india, Japao, Polbnia,
Noruega e Australia (Kumar et al., 2000).

A quitosana, um polissacarideo catidnico, forma polieletrolitos com
polimeros polianiénicos tal como o alginato (Figura 2.11). Processos de
encapsulacdo baseados em interagdes eletrostaticas entre alginato de sodio e
quitosana resultam numa formac&o de gel mais firme (Huguet e Dellacherie,
1996).

Cluitina
J[}H AOH AOH
AT A
"J H_ H - _'_\
Cluitosana

Figura 2.10: Estrutura da quitina e da quitosana (Krajewska, 2004)
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Figura 2.11: Complexo polieletrdlito quitosana-alginato (Mi et al., 2002).

A quitosana possui propriedades quimicas e bioldgicas distintas. Sua
cadeia linear de poliglicosamina com alto peso molecular, apresenta grupos
amino e hidroxila reativos susceptiveis a modificacdes quimicas, e isso € uma
caracteristica desejavel na utilizagdo como suporte para imobilizagcdo de
enzimas. Propriedades biologicas incluem biocompatibilidade,
biodegradabilidade, n&do toxicidade dentre outros. Por isso ela vem sendo
utilizada como suporte por varios autores (Spagna et al., 2001; Cetinus et al.,
2000; Adriano et al., 2005).

21

Preparacao de Biocatalisadores utilizando lipase de Candida antarctica Tipo B Imobilizada
para a Sintese de Esteres de Vitamina A



Materiais e Métodos Silva, J. A.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Suportes: agarose (CL-8B: cross-linked, 8 %), produzida por Hispanar S.
A. (Espanha) doada por Dr. J. M. Guisan, do Instituto de Catalise e Petrdleo
Quimica (ICP/CSIC), Madri, Espanha. Quitosana doado por POLYMAR Ind

Ltda, Fortaleza, Ceara, e Alginato de sédio adquirido da Vetec.

Enzima: lipase livre de Candida antarctica tipo B (CALB) (Novozym 525,
EC 3.1.1.3) adquirida da Novo Nordisk S.A. (DK). Lipase imobilizada de
Candida antarctica tipo B (Novozym 435), lipase imobilizada de Thermomyces
lanuginosus (TLL) (Lipozyme TL IM) e lipase imobilizada de Mucor miehei
(MML) (Lipozyme RM IM).

Reagentes de imobilizagdo: Glicidol (2,3-epdxi-1-propanol) da Aldrich,

glutaraldeido e etilenodiamina (EDA) da Vetec.

Reagentes da eletroforese: Solugédo de Acrilamida 30% (p/p), tampéo de
separacgao (tris-HCI, pH 8,8), tampao de empilhamento (tris-HCI 0,5M, pH 6,8),
tampao de corrida (tampao do reservatério) (tris-HCI 0,25M, glicina 1,92M,
dodecilsulfato de sddio (SDS) 1%, pH 8,3), solugdo de persulfato de aménio
(PSA) 1,5% (p/v), solugdo de SDS 10% (p/v), solucado corante Coomassie

Brilliant Blue R250, tetrametiletilenodiamina (TEMED) e solugédo descorante.

Dosagem enzimatica (atividade): Triton X-114 e goma arabica para
preparar a emulsdo de palmitato de para-nitrofenila (pNPP). Butirato de para-
nitrofenila (pNPB), para-nitrofenol (pNP) (Sigma-Aldrich) e alcool isopropilico.

Fosfato de sédio monobasico, fosfato de sédio dibasico, da Synth.

Substratos: pNPP adquirido da Fluka BioChemika (EUA) com alto grau
de pureza (>98,0 %) e pNPB da Sigma-Aldrich (Alemanha) com uma pureza

em torno de 98,0 %. Retinol da Sigma-Aldrich (Alemanha), palmitato de retinila

22

Preparagao de Biocatalisadores utilizando lipase de Candida antarctica Tipo B Imobilizada
para a Sintese de Esteres de Vitamina A



Materiais e Métodos Silva, J. A.

gentilmente doado pela DSM (DSM Produtos Nutricionais Brasil Ltda) e acido

palmitico (Rodhia, Brasil).

Todos os outros reagentes quimicos foram de grau analitico e grau
HPLC (Vetec e Synth).

Equipamentos: Espectrofotometro UV/VIS da Biochrom (Inglaterra), com
software (Acquire) de aquisicao de dados, Balanga semi-analitica digital da Bel
Engineering (ltalia), Agitadores mecanicos e magnéticos, medidores de pH,
mesa agitadora com controle de temperatura (shaker) e banhos termostaticos
com aquecimento e/ou resfriamento da Quimis, sistema de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC), (bomba modelo 1525 (Waters), detector
UV/Vis modelo 2487 (Waters), injetor modelo 717 (Waters)), equipado com
uma coluna Symmetry C18 (150 x 4,6 mm, 5um) de fase reversa da Waters e

IR, purificador de agua Milipore.

3.2. Métodos

3.2.1. Preparacao do gel de quitosana 4 % e quitosana-alginato 2,5%-2,5%

Dissolveram-se os polimeros em solugéo de acido acético 5 % (v/v), que
foi mantida sob agitagdo mecénica por 1,5 h. Adicionou-se lentamente o gel
numa solugdo de NaOH 0,1 M na raz&o de 1/10 (Vsolugzo de gel/ Vsolugio de NaoH) €
deixou-se em rotacao por 4 h. Em seguida, deixou-se o gel decantar por no
minimo 24 h, retirando-se o excesso de liquido. Adicionou-se agua destilada
para lavar o gel, deixando decantar por mais 24 h. Repetiu-se este
procedimento de lavagem por 3 vezes. Apos retirar o ultimo excesso de agua
existente no becker secou-se por aproximadamente 30 min, e depois estocou-

se em agua destilada com algumas gotas de azida sodica 1 %.
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3.2.2. Ativagao com glicidol

A ativagdo com glicidol foi realizada segundo metodologia proposta por
Guisan (1988) com algumas modificagbes. Utilizaram-se concentracbes de 48
% e 72 % (v/p) da massa de suporte inicial. Os grupos hidroxila presentes no
suporte foram os alvos de ataque da molécula de glicidol tornando-os ativos
para a realizagcédo das etapas posteriores. A Figura 3.1 mostra o fluxograma do
procedimento realizado na ativagdo do suporte com glicidol. Para 1 g de
suporte, utilizaram-se 0,48 mL ou 0,72 mL de glicidol, dependendo da
estratégia de imobilizagao utilizada. Antes da adi¢cdo do glicidol, agua destilada
foi adicionada até cobrir o gel, basificando em seguida com NaOH, e
adicionando um agente redutor (NaBH,), a frio. O meio basico e a adi¢ao do
agente redutor € necessario para que a reagao do glicidol com os grupos do
suporte seja iniciada. Depois de 18 horas de contato do suporte com o glicidol,
ele é lavado com agua destilada e entdo adicionado o agente oxidante, NalOg,
para transformar os grupos gliceril gerados, em grupos glioxil (grupos ativos),

como esta representado na Figura 3.2.

1 g de suporte
Seco a vacuo

Adicionar agua destilada
até cobrir o gel

0,4762 mL de
NaOH 1,7 M

v

0,0136 g de
NaBHyg, a frio

v

Adicionar 0,48 mL
ou 0,72 mL de glicidol

Manter sob suave agitacao
por 18 horas a temperatura ambiente

Filtrar a vacuo e lavar com
agua destilada até pH neutro

v

Armazenar

Figura 3.1: Fluxograma mostrando a 12 etapa de ativagdo com glicidol, de um

suporte que contem grupos hidroxila em sua estrutura.
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1gde
gliceril-suporte

- | SeCco a vacuo
Agua destilada ¢
numa razéo 1/10
0,0214 g
de NalO4
¢ | Manter a oxidagao sob suave
agitacao por 2 horas

Filtrar a vacuo e lavar com
agua destilada

v

Estocar o gel glioxil-
suporte a 4 °C.

Figura 3.2: Fluxograma mostrando a 22 etapa de ativagao, levando a oxidagao
dos grupos gliceril, formados na etapa anterior, a glioxil, tornando o suporte

ativo para a ligagao da enzima.

3.2.3. Ativacao com glutaraldeido (Com base em Adriano et al, 2005)

Estudou-se a ativagdo de quitosana com glutaraldeido, segundo
metodologia proposta por Adriano et al. (2005). Nesta ativacao, glutaraldeido
reage com Os grupos amino presentes no suporte, a fim de torna-los aptos para
as etapas posteriores (continuidade das ativagées ou imobilizagdo da enzima).
A Figura 3.3 mostra um fluxograma do processo de ativagdo com glutaraldeido.
Para cada grama de suporte adicionou-se 10 mL de solugao de glutaraldeido, 2
% ou 5 % (viv) em tampao bicarbonato pH 10,00, de acordo com cada
estratégia de imobilizagdo, mantendo sob suave agitagdo por um periodo de 1
hora, a temperatura ambiente. Em seguida lavou-se o suporte ativado, com

agua destilada.
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e
1 g de suporte
Seco a vacuo

Adicionar solucao de | e — |
glutaraldeido em tampao v
bicarbonato pH 10,00

Manter sob suave agitagao
por 1 hora a temperatura ambiente

Filtrar a vacuo e lavar com

agua destilada

Figura 3.3: Fluxograma mostrando a ativacdo, com glutaraldeido, de um

suporte que contem grupos amino em sua estrutura.

3.2.4. Reacdo com ligacao cruzada utilizando etilenodiamina (EDA)

(Fernandez-Lafuente et al, 1993)

A EDA participou das etapas de ativagdes com o intuito de aumentar a
capacidade do suporte de imobilizar enzimas, com o0 aumento da
hidrofobicidade do suporte. Esta diamina se ligou a grupos aldeidicos
presentes no suporte apos previa ativagdo com glutaraldeido ou glicidol. O
outro grupo amino da EDA é disponibilizado para a ligagdo de moléculas de
glutaraldeido, deixando-o, entdo, pronto para as imobilizagées (Fernandez-
Lafuente et al, 1993). A Figura 3.4 mostra um esquema da ativagao utilizando
EDA. Para 1 grama de suporte ativado adicionou-se 4 mL de EDA 2 M, e
deixou-se sob agitacdo por 2 horas. Em seguida adicionou-se 0,0571 g de
NaBH, para a redugcao das bases de Schiff, e mantido por mais 2 horas. Por

ultimo lavou-se o suporte com &gua destilada, para em seguida dar

continuidade ao processo de ativacgéao.

1 g de suporte
ativado

Adicionar 4 mL de ‘ 2 Deixar agitando por 2 horas
EDA 2 M, pH 10,0 Adicionar 0,0571 g de ‘ a temperatura ambiente

NaBH4

¢ Deixar agitando por mais 2

e w ‘ horas a temperatura ambiente

Filtrar a vacuo e
lavar com
agua destilada

Figura 3.4: Fluxograma mostrando uma das etapas de ativagao utilizando EDA.
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3.2.5. Reticulacdo com formaldeido (Com base em John A. Kiernan, 2000)

A reticulagdo com formaldeido tem o intuito de bloquear os grupos amino
da quitosana tornando-a menos hidrofilica, e deixar apenas os grupos hidroxila
presentes para a ativacdo com glicidol e assim impedir alguma reacao

intramolecular quando os grupos amino da quitosana estédo presentes.

Para 1 g de suporte, utilizaram-se 100 mL de solu¢do formaldeido 1 %
em tampao fosfato pH 7,6. Essa suspensao ficou sob suave agitagao por um
periodo de 18 horas, a temperatura ambiente. Lavou-se o suporte com agua

destilada, para em seguida dar continuidade ao processo de ativagao.

3.2.6. Estratégias de imobilizacéo

Doze estratégias de imobilizagdo foram realizadas utilizando agarose e
quitosana. As estratégias que rederem melhores resultados (atividades dos
derivados, atividade recuperada e rendimento de imobilizagdo) para a
imobilizacdo em quitosana foram repetidas para o compdsito quitosana-alginato
e os resultados foram comparados. A Figura 3.5 mostra esquemas das
estratégias de imobilizagdo estudadas neste trabalho. Em todos os estudos de
imobilizagdo utilizou-se uma carga de 1,8 mg de proteina por grama de
suporte. Esta quantidade de enzima foi colocada em contato com o suporte
numa solugdo tampéo bicarbonato 100 mM, pH 10,05, e deixada sob agitagcao
num reator encamisado a 25 °C, por 6 horas. As atividades do sobrenadante
foram determinadas no inicio e no final da imobilizacdo para o calculo do

rendimento de imobilizacio.

Estratégia |: A agarose foi ativada seguindo a metodologia da secao
3.2.2., utilizando 48 % (v/p) da massa inicial de suporte, de glicidol. A Figura
3.5 é uma representagdo esquematica das reagdes que ocorrem nesta

estratégia.
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Ativagio com

Glicidol
Y GOX
OH - = O
N \
Agarose Agarose

Figura 3.5. Esquema de imobilizagao utilizando glicidol na ativagéo do suporte

Estratégia Il: Iniciou-se com a ativagdo dos grupos amino e hidroxila da
quitosana, utilizando glicidol 48 % (v/p), seguido de glutaraldeido 1 % (v/v) e
oxidacdo dos grupos gliceril gerados ao ativar com o glicidol. Por ultimo a
lipase foi imobilizada ao suporte ativo. Na Figura 3.6 esta representado o

esquema dessa estratégia.

Estratégia lll: A ativagdo dos grupos amino e hidroxila da quitosana
foram ativados utilizando o glicidol 48 % (v/p) e glutaraldeido 1 % (v/v)
simultaneamente, seguido de imobilizacdo com lipase. Na Figura 3.6 esta

representado o esquema dessa estratégia.

Ativagio com  Ativagio

Glicidol com GTA
" ' e G (|:)X (:'l—ll|-:'3\
OH NH, 0 N
N/ N/
Quitosana Quitosana

Figura 3.6. Esquema de imobilizagao utilizando glicidol e glutaraldeido na

ativacao do suporte.
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Estratégia IV: Nesta estratégia foi realizada numa primeira etapa a
ativacdo dos grupos da quitosana com glicidol 48 % (v/p) e oxidagdo dos
grupos gliceril gerados, seguido de imobilizagdo com lipase. Numa segunda
etapa utilizou-se glutaraldeido 1 % (v/v) como o intuito de ativar possiveis
grupos remanescentes do suporte, seguido de imobilizagdo adicional com
lipase. Esta estratégia foi baseada na utilizada por Hung et al (2003). Na Figura

3.7 esta representado o esquema dessa estratégia.

Etapa 1: ativagio com

glicidol seguida de

imobilizagao s Etapa 2: Imobilizagio
i Ativagio
G(l_)X com GTA GOX (_|—|l|-~\
|
0 NH, — - O N
/ N/
Quitosana Quitosana

Figura 3.7. Esquema de imobilizagdo em duas etapas, utilizando glicidol e

glutaraldeido na ativagao do suporte.

Estratégia V: Nesta estratégia de imobilizagao iniciou-se a ativagdo com
glutaraldeido 1 % (v/v), pois possivelmente o glicidol tem preferencia de ligagéo
aos grupos amino da quitosana, para s6 depois se ligar aos grupos hidroxila,
fazendo com que aja pouco ou nenhum grupo amino para o glutaraldeido se
ligar. ApGs a ativagdo com glutaraldeido, glicidol 48 % (v/p) € utilizado pra ligar-
se aos grupos hidroxila do suporte, seguido de oxidacdo dos grupos gliceril
gerados na ativagdo com glicidol. Por ultimo a lipase foi imobilizada ao suporte

ativo. Na Figura 3.6 esta representado o esquema dessa estratégia.

Estratégia VI: Formaldeido na concentragédo de 1 % (v/v) foi utilizado

para se ligar aos grupos amino da quitosana, seguido de ativagdo com glicidol
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48 % (v/p) e oxidagdo dos grupos gliceril gerados na ativagdao com glicidol.
Logo em seguido realizou-se a imobilizacdo da lipase. Na Figura 3.8 esta

representado o esquema dessa estratégia.

Ativagio com Ligagio com
Glicidol formaldeido

Y ¥ GOX  FMA
HO NH, ——— O N

Quitosana Quitosana

Figura 3.8. Esquema de imobilizagdo, utilizando glicidol e formaldeido na

ativacao do suporte.

Estratégia VII: Apenas ativagcado com glutaraldeido 5 % (v/v) foi realizado
nesta estratégia, seguido de imobilizacdo da lipase. Na Figura 3.9 esta

representado o esquema dessa estratégia.

Ativagio
com GTA
Y GTA
HO NH- —_—— HO N
AN A
Quitosana Quitosana

Figura 3.9. Esquema de imobilizagao, utilizando glutaraldeido na ativagdo do

suporte.

Estratégia VIII: Ativagdo com glutaraldeido 5 % (v/v), seguido de
ativagao com glicidol 48 % (v/p) e oxidagao dos grupos hidroxila terminais com
NalOs. Em seguida foi realizada a ligagdo de um dos grupos amino da
etilenodiamina aos grupos aldeidicos gerados no suporte, seguido de ativagéo

adicional com glutaraldeido 5 % (v/v). Por ultimo a lipase foi imobilizada ao
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suporte ativado. Na Figura 3.11 esta representado o esquema dessa

estratégia.

Estratégia IX: Ativagdo com glicidol 72 % (v/p), oxidagdo dos grupos
gliceril gerados na ativagdo com glicidol, ligagcdo de um dos grupos amino da
etilenodiamina aos grupos aldeidicos gerados no suporte, seguido de ativagéo
com glutaraldeido 5 % (v/v). Por ultimo a lipase é imobilizada ao suporte

ativado. Na Figura 3.11 esta representado o esquema dessa estratégia.

Estratégia X: Ativagdo apenas com glicidol 72 % (v/p), seguido de
oxidagao dos grupos gliceril gerados, e imobilizagcao da lipase ao suporte ativo.

Na figura 3.10 esta representado o esquema dessa estratégia.

Ativagio com

Glicidol
‘. GOX
OH NH, — = O NH>
N S N L7
Quitosana Quitosana

Figura 3.10. Esquema de imobilizagdo, utilizando glicidol na ativagdo do

suporte.

Estratégia XlI: Apenas ativacao com glutaraldeido 2 % (v/v) foi realizado
nesta estratégia, seguido de imobilizacdo da lipase. Na Figura 3.9 esta

representado o esquema dessa estratégia.
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Ativagio com  Ativagio com

Glicidal Glicidal & || e .= || A
! ' EDA EDA EDA EDA
! ! Il I I I
Y Y EDA GOX  GOX GTA GOX  GOX
O NI — (8] N » O N
N /L NS N S
Quitosana Cuitozana Quitosana

Figura 3.11. Esquema de imobilizag&o, utilizando glicidol e EDA na ativagédo do
suporte.

Estratégia Xll: Ativagdo com glutaraldeido 2 % (v/v), seguido de
ativacao com glicidol 48 % (v/p) e oxidagao dos grupos hidroxila terminais com
NalO4s. Em seguida foi realizada a ligagdo de um dos grupos amino da
etilenodiamina aos grupos aldeidicos gerados no suporte, seguido de ativagéo
adicional com glutaraldeido 5 % (v/v). Por ultimo a lipase foi imobilizada ao

suporte ativado. Na Figura 3.12 esta representado o esquema dessa
estratégia.

Ativagdo com  Ativagio

Glicidol com GTA G{A C‘.{A
: ! EDA EDA EDA EDA
| i Il [ Il [

GOX GTA GOX GTA
A Y EDA | [ GTA | I
OH NH, — O N E— ) N
Quitosana Quitosana Quitosana

Figura 3.12. Esquema de imobilizagao, utilizando glicidol, glutaraldeido e EDA

na ativagcao do suporte.

Para o compdsito quitosana-alginato, foram estudas as seis (06) ultimas
estratégias de imobilizagdo, realizadas com quitosana (VI a Xll). Ao final de
cada estratégia (Figuras 3.5 a 3.12), imobilizou-se a lipase nos grupos
aldeidicos do suporte gerados apds as ativagbes, como mostrado na Figura
3.14. Varias ligagdes entre a enzima e o suporte acontecem de maneira que a
enzima torna-se mais rigida e com menos possibilidade de ser inativada nas
condicdes da reagao.
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A Figura 3.13 ilustra as reagbes entre a quitosana e os reagentes que

participaram dos processos de ativagao: glicidol, glutaraldeido e EDA.

BF N

Figura 3.13. Reacgbes de ativagao da quitosana, com glicidol, glutaraldeido,

EDA e uma combinacao deles, realizadas neste trabalho.

Figura 3.14. Reacé&o de imobilizagdo multipontual entre o grupos amino,

presente na enzima, e os grupos aldeidicos presentes no suporte ativado.
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3.2.7. Analise qualitativa da CALB por eletroforese

Inicialmente abre-se o sistema de suporte do gel, aplica-se um pouco de
graxa de silicone na borracha do fundo do suporte, no apoio de borracha onde
se apoia a placa e nos espacadores. Posiciona-se a placa cavada no suporte
dogele
0os espacgadores nas laterais, observando o encaixe da placa entre os
espagadores. Em seguida posiciona-se a placa retangular sobre os
espacgadores, observando se a mesma esta encaixada corretamente e se
ambas as placas e os espacgadores estdo bem apoiados na parte inferior do
sistema, de modo que quando este estiver fechado, as pecas fiquem apoiadas
adequadamente no fundo do sistema de suporte do gel. Depois da placa fixada
no suporte e o sistema fechado adiciona-se a mistura das solugbes para
preparagao do gel de separagéo.

Com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, adiciona-se lentamente um
pouco de solugao de isopropanol sobre a solugéo do gel, para que a superficie
deste fique plana e para evitar que a solugao do gel fique em contato com o ar,
ja que a reagao de polimerizagao € inibida pela presenca de oxigénio. Espera-
se que o gel polimerize por no minimo 30min, removendo a solugdo de
isopropanol, lavando a superficie do gel com H,O MilliQ, que também é
removida em seguida. Agora adiciona-se o gel de empilhamento sobre o gel de
separagao encaixando em seguida o pente para a formagao dos pogos onde
serdo aplicadas as amostras. Apoés 30 min, remove-se o0 pente
cuidadosamente e lava-se a superficie do gel com H,O MilliQ para remover
possiveis resquicios ndo polimerizados da solugao do gel.

O sistema € posicionado no interior da cuba aplicando-se as amostras
(30 a 50pL). Enche-se lentamente o reservatoério atras do gel e a cuba com o
tampao de corrida. A tampa é encaixada na cuba e os cabos conectados.
Correntes de 15mA e de 20mA sao utilizados para o gel de empilhamento e
para o gel de corrida respectivamente. A corrida chega ao final quando o
corante (front) estiver perto do final do gel, aproximadamente 4 ou 5mm. Ao
término da corrida, desliga-se a fonte, desconectam-se os cabos e remove-se a

tampa da cuba. As placas sdo removidas lentamente descolando o gel da outra
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placa para em seguida coloca-la num recipiente com solugao corante. Depois
de 3 horas transfere-se o gel para outro recipiente com a solugado descorante.
A preparagdo dos géis de separagdo e empilhamento estdo

apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Preparagdo dos géis de separagcdo e de empilhamento para a
eletroforese.

Gel de

Gel de separagéo Volume (mL) : Volume (mL)
empilhamento
Solugao de acrilamida 54 Solugao de 05
30% ' acrilamida 30% ’
Tampéao de 09 Tampéao de 1
separagao ’ separagao
Solugdo de SDS 10% | 0,072 So'ugi%%e SDS 0,04
Agua MilliQ 3,468 Agua MilliQ 2,26
TEMED 0,013 TEMED 0,012
Solugdo de PSA 1,5% 0,36 SO'”9?°5§,’/f PSA 0,2
Volume total 7,213 Volume total 4,012

3.2.8. Medida de atividade da lipase

As atividades hidroliticas da CALB foram determinadas utilizando dois
ésteres (pPNPP e pNPB) como substratos, de acordo com a metodologia de

Kordel et al (1991), com algumas modifica¢des.

Para o pNPB, preparou-se uma solu¢gao 15 mM em 2-propanol. A 0,5 mL
desta solucao, adicionaram-se 4,5 mL de tampéao fosfato 100 mM, pH 8.0. Para
essa mistura, deu-se o nome de solugao de trabalho. A reagao se iniciava com
a adicado de 2 mL de solugdo enzimatica a 1 mL da solucédo de trabalho, a
25°C. A velocidade de hidrolise foi monitorada continuamente num
comprimento de onda de 410 nm, em um espectrofotdbmetro por 1 minuto. Um
branco, foi feito adicionando 2 mL de tampao fosfato 100 mM, pH 8,0 a 1 mL de

solucao de trabalho, utilizado como referéncia para as analises. Neste trabalho
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1U de atividade enzimatica é a quantidade de enzima que hidrolisa 1 umol de
pNPB por minuto a 25 °C e pH 8,0.

Para o pNPP, preparou-se uma emulsdo misturando-se 1 volume de
solugdo de pNPP 15 mM (preparado em 2-propanol) a 9 volumes de solugéo
tampao tris-HCI 50mM, pH 8.0, contendo 0.4 % (p/v) de triton X-114
(emulsificante) e 0.1 % (p/v) de goma arabica (estabilizante). A reacgéo foi
iniciada com a adicdo de 2 mL de solugdo enzimatica a 1 mL da emulsdo
previamente preparada. A velocidade de hidrélise foi monitorada
continuamente em um comprimento de onda 410 nm, em um
espectrofotdmetro, por 1-5 minutos. Um branco, foi feito adicionando 2 mL de
tampéo fosfato 100 mM, pH 8,0 a 1 mL de solug¢do de trabalho, utilizado como
referéncia para as analises. Neste trabalho 1U de atividade enzimatica é a
quantidade de enzima que hidrolisa 1 umol de pNPB por minuto a 25 °C e pH
8,0.

3.2.9. Medida de atividade do derivado ( At,)

Um volume de 29,0 mL de tampao fosfato 100 mM, pH 8.0 foi adicionado a
1,0 mL de solugédo de pNPB 15 mM em 2-propanol a 25 °C num reator
encamisado, sendo a reagao iniciada com a adi¢cao de 0.030 g de derivado. A
variacao da absorbancia a um comprimento de onda de 410 nm foi monitorado
por 7,5 minutos (para isso retira-se aproximadamente 2 mL do sobrenadante a

cada 1,5 minutos sendo lido imediatamente no espectrofotdmetro).

3.2.10. Atividade recuperada (At,)

A atividade recuperada foi calculada utilizando a seguinte equacgéo:

At =2l %100
At,
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A atividade tedrica (At;) € a diferenca entre a quantidade de enzima, em
termos de atividade (U/g-suporte), oferecida ao suporte e a atividade (U/g-

suporte) remanescente no sobrenadante ao final da imobilizagao.

3.2.11. Rendimento de imobilizagao (R;,,, (%))

O rendimento de imobilizagdo foi calculado baseado na atividade da
solucdo de enzima (sobrenadante) determinada no inicio (Ativ;) e no final da
imobilizagéo (Ativs), utilizando a seguinte equacéo:

Ativ, — Ativ 100

Rimob (%) = Ativ

3.2.12. Secagem dos derivados

Os derivados foram secos com hexano na presenga de 3 % de acido

butirico. O acido butirico foi adicionado ao solvente com a intengao de proteger

o sitio ativo da enzima enquanto ela estivesse em contato com o mesmo. Para
a etapa de secagem, adicionou-se um volume (mL) de solvente trinta vezes
maior que o valor da massa (em gramas) de derivado. Esse procedimento foi
realizado por trés vezes por um periodo de 48 horas cada, sob agitagdo a
25°C. Apos as secagens foram determinadas as atividades dos derivados

como descrito na sec¢ao 3.2.8.

3.2.13. Estudo da estabilidade térmica a 60 °C

O estudo de estabilidade térmica da CALB livre foi realizada utilizando
uma solugéo de lipase 2 % em tampao fosfato 100 mM, pH 8,0, e sua atividade

foi determinada pela hidrolise do pNPB como descrita no item 4.2.7. A solugao
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foi mantida num banho-maria numa temperatura considerada drastica para a
lipase (60 °C) por um periodo de 21 horas. Amostras foram retiradas durante

esse periodo para a determinagao da atividade residual no sobrenadante.

Para os derivados, a estabilidade térmica foi estudada utilizando-se
0,030 g de derivado, que foram colocados em frascos (ependorffs) contendo
solucao tampéo fosfato 100 mM, pH 8,0. Os frascos foram mantidos em banho-
maria a 60 °C por um periodo de 21 horas. Ao longo desse periodo foram

retiradas aliquotas para a medida das atividades.

Em todos os casos, determinou-se a meia-vida do derivado (livre ou
imobilizado), que representa o tempo em que metade da atividade do
derivado/enzima ¢é atingida em uma determinada condicdo. Aos dados de
atividade em fungao do tempo, ajustou-se o modelo de decaimento exponencial
de 12 ordem, utilizando o software Origin versdo 6.0. Com o modelo
matematico e seu parametros, foi possivel determinar a meia-vida do derivado,
simplesmente encontrando o tempo necessario para que a atividade atingisse
50% do seu valor inicial. Fatores de estabilizacdo (FE) foram obtidos como a
razao entre o tempo de meia vida dos derivados e o tempo de meia vida da
CALB livre.

3.2.14. Estudo da estabilidade operacional

A estabilidade operacional dos derivados selecionados foi realizada
submetendo a mesma massa de catalisador (0,030 g) a ciclos subsequentes de
reacao de hidrélise de pNPB. A reacao foi realizada em reator tipo batelada,
mantido a 25 °C, sob agitagdo constante (ver segao 3.2.8). Entre um ciclo e
outro, o derivado era lavado com tampao fosfato 100 mM, pH 8.0 para a

remocgao de produtos e substratos.
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3.2.15. Planejamento fatorial 22

Um planejamento fatorial utilizando o software STATISTICA vers&o 6.0
foi utilizado para se estudar a sintese de palmitato de retinila a partir de retinol
e acido palmitico. Em um primeiro momento, estudou-se a influéncia da
temperatura e da razdo entre os substratos no rendimento de sintese,
utilizando o derivado J8, CALB imobilizada em quitosana. As Tabelas 3.2 ¢ 3.3
mostram as varidveis e niveis do planejamento fatorial 2> e a matriz
experimental utilizada. Nestes ensaios, utilizou-se uma concentragao fixa de
retinol (60 mM) e variou-se a concentracéo de acido palmitico, de 150 mM a
250 mM. Ressalta-se que todos os ensaios foram conduzidos em duplicata e

de forma aleatéria.

Tabela 3.2. Variaveis e Niveis do planejamento fatorial 2

Variavel Nivel... -1 +1
Temperatura (°C) 37 45
Razao entre os substratos 1:3 1:5

Tabela 3.3. Planejamento experimental 22; Matriz experimental.

Experimento | Temperatura (°C) | Razdo entre os substratos
1 37 1:5
2 45 1:5
3 37 1:3
4 45 1:3
5 37 1:5
6 45 1:5
7 37 1:3
8 45 1:3
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Baseado nos resultados obtidos no planejamento selecionou-se a
temperatura de 37°C para se avaliar a influéncia do derivado G10, lipase
imobilizada em quitosana-alginato, nas reagdes utilizando as mesmas razbes
de substrato (1:3 e 1:5). Nestes ensaios, também se utilizou uma concentragao
fixa de retinol (50 mM) e variou-se a concentragdo de acido palmitico, de 150
mM a 250 mM. Ressalta-se que todos os ensaios foram conduzidos em
duplicata e de forma aleatdria.

Esses dois derivados foram avaliados, pois eles foram os melhores em
termos de atividade e estabilidade térmica e operacional, como esta descrito

nos resultados e discussoes.

3.2.16. Sintese enziméatica de ésteres de vitamina A

A reagao de sintese de palmitato de retinila por hidrdlise reversa, foi
conduzida em um tubo fechado acoplado a um aparato giratério, contendo 0,1
mmol de retinol, 0,5 mmol de acido palmitico, 0,100 g de biocatalisador e 2 mL
de hexano. Para aumentar a conversao do retinol, a reag¢ao foi conduzida com
excesso de acido palmitico e com 50 mg de peneira molecular 4 A. A reagao foi
conduzida na auséncia de oxigénio, a 37 °C, e protegida da luz. A reacgao foi
processada por um periodo de até 45 horas (quando necessario), sendo em
seguida o biocatalisador e a peneira molecular 4 A removidos por filtragéo.

O rendimento de sintese foi definido como a raz&o entre a concentracao
de palmitato de retinila produzido e a concentragao inicial de retinol.

As melhores condi¢cdes de sintese foram escolhidas tomando como
parametro o rendimento da reacdo de sintese, com base no uso ou nao de

peneira molecular, e no tipo de lipase utilizada como biocatalisador.
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3.2.17. Analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises da sintese de palmitato de retinila por hidrolise reversa,
partindo de retinol e acido palmitico foram realizadas em HPLC utilizando uma
coluna de fase reversa C18 (150 x 4,6 mm, 5um). Aliquotas de 20 uL do meio
reacional apropriadamente diluidas foram injetadas. Uma mistura de alcool
isopropilico/metanol, 50/50 (v/v) foi usada como eluente a temperatura
ambiente a um fluxo de 1 mL/min. Os produtos foram detectados usando um
detector ultravioleta a 325nm. As amostras foram quantificadas por meio das

curvas de calibracao feitas com reagentes puros.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Determinacgdo da atividade enzimética

Inicialmente, avaliou-se a atividade hidrolitica de lipase do tipo B de C.
antarctica (CALB) livre frente a dois substratos diferentes, o butirato de p-
nitrofenila (pNPB) e o palmitato de de p-nitrofenila (pNPP). Em ambos os
ensaios, o produto de hidrélise era o p-nitrofenol (pNP). Portanto, para se
determinar a concentracdo do produto formado, construiu-se uma curva de
calibracdo, representada no Anexo A. A concentracdo de enzima utilizada na
hidrélise de pNPB foi 1,08 x 10 mg de proteina por mL de solugéo enzimatica.
Na hidrélise de pNPP, utilizou-se 1,08 mg de proteina por mL de solucdo
enzimatica, pois necessitou-se de uma quantidade maior de enzima para que o
pNP fosse bem detectado. A Tabela 4.1 apresenta os resultados de atividade

enzimatica frente aos dois substratos avaliados.

Tabela 4.1: Valores de atividade da CALB frente a butirato de p-nitrofenila

(pPNPB) e palmitato de de p-nitrofenila (pNPP)

Substrato | Atividade da CALB (U/mL)
pNPB 97,55 x 10°* + 2,9 x 10°
pNPP 45,49 + 1,9

Podemos observar na Tabela 4.1 que o valor da atividade enzimatica
quando o substrato era o pNPB foi aproximadamente 2000 vezes maior que 0
do pNPP. Este resultado indica que a CALB apresenta uma maior afinidade
pelo pNPB, um éster de cadeia curta, do que pelo pNPP. Isto estd de acordo
com a literatura (Vaysse et al, 2002) que diz que a CALB apresenta uma maior
afinidade por substratos (ésteres de acido graxo) de cadeia curta. Como a
determinacdo de atividade da CALB utilizando o pNPB foi mais simples e
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apresentou maior sensibilidade, esta reacéo foi escolhida para a realizacéo dos

estudos posteriores.

4.2. Analise qualitativa da CALB por eletroforese

A analise qualitativa da enzima CALB foi realizada por eletroforese.
Foram comparados os tempos de migragdo dos padrdes com os tempos de
migracdo das substancias presentes na amostra de enzima. A Figura 4.1
mostra as corridas de analise da CALB. Na primeira faixa, pode-se observar o
padrdo utilizado, ou seja, proteina de soro bovino (BSA) com massa molar de
66 kDa (Boyle et al, 2007). As duas outras faixas mostram preparacdes
enzimaticas do extrato bruto de CALB (massa molar de 33 kDa), em diferentes

concentracoes, 2 % e 4 %, respectivamente.

66 KDa ? R

=
WS 33 kDa

e e <33 KDa

1 2 3

Figura 4.1: Eletroforese capilar da preparacdo enzimética de CALB: Faixa 1 —
padrao proteina de soro bovino (BSA) com massa molar de 66 kDA, Faixas 2 e
3. preparado enzimatico em diferentes concentracbes, 2 % e 4 %,

respectivamente.

Pbéde-se observar (Figura 4.1), que a preparacdo enzimatica contém,
além da CALB, duas proteinas de tamanhos moleculares diferentes, uma com
massa molar em torno de 66 kDa e outra menor que 33 kDa. No processo de

imobilizacdo essas proteinas, podem interferir na imobilizacdo se ligando antes
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do que a CALB ao suporte, e assim preenchendo os grupos reativos do

suporte.

4.3. Perfil de imobilizacdo da lipase em glioxil-agarose

A Figura 4.2 apresenta o perfil de imobilizacdo da lipase do tipo B de C.
antarctica (CALB) em agarose CL-8B, realizada em reator encamisado mantido
a temperatura de 18 °C por um periodo de 4 horas. Pode-se observar que a
atividade no sobrenadante diminui rapidamente ao longo do tempo até 2,5
horas, quando permanece constante. No entanto um tempo maior € necessario

para que mais ligacdes entre a enzima e o suporte sejam feitas e estabilizadas.

100 -4
904
804
70
60

504

40 ] \

30 ] \E\-

20

Atividade residual (%)

10 H

0 . , . , . , .
0 1 2 3 4

Tempo de imobilizagdo (h)

Figura 4.2: Perfil da imobilizacdo de CALB em glioxil-agarose 8BCL, em
tampao fosfato 100 mM, pH 10,5, T=18 °C, sob agitacdo suave por 4 horas. A
atividade inicial do sobrenadante é 124,97 U/mL de enzima. A quantidade de
proteina (Bradford) oferecida ao suporte foi 1,8 mg /g de suporte. O rendimento
da imobilizacao foi de 76,00 %.
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4.4. Estudo da imobilizacdo de lipase em quitosana

Diversas estratégias de imobilizacdo, descritas na secao 3.2.6, foram
estudadas para a imobilizacdo de lipase em quitosana, com 0 objetivo de se
obter um derivado com alta atividade, boa estabilidade operacional, boa
estabilidade térmica (60 °C) e boa estabilidade a estocagem (8 °C). A Tabela
4.2 mostra os resultados obtidos, nela sado enfatizados os parametros: atividade

do derivado (Atg) e rendimento de imobilizac&do (Rimob).

Tabela 4.2: Parametros de imobilizacdo de CALB em quitosana ativada por
diversas estratégias (atividade do derivado (Aty), atividade recuperada (At;) e
rendimento de imobilizacdo (Rimop)) € atividade do sobrenadante antes (At) e
apos a imobilizacdo (At). Condicbes de imobilizacdo: 10 mL de solucéo
enzimatica, em tampao bicarbonato 100 mM, pH 10,05, foram colocados em

contato com 1 g de suporte a 25 °C durante 6 horas.

Estratégia R
de At (UImL) At (U/mL) At (U/g) At, (%) ((';;b
imobilizagcéo
GLI-GLU (Il) | 129,64+ 3,89 83,30 + 2,50 139,49+ 105 | 30,10 | 35,74
GLI-GLU (Ill) | 157,30+4,72 | 109,41 +3,28 0,00 + 0,0 0,00 | 3046
GLI-GLU (IV) | 109,89 + 3,30 95,77 + 2,67 12944 +115 | 91,64 | 12,85
GLU-GLI (V) | 157,45+3,66 | 114,15 + 2,67 15,07 +1,3 348 | 27,50
FORM-GLI (VI) | 126,30+ 3,79 88,47 2,23 0,00 + 0,0 0,00 | 29,95

GLI-GLU: Ativacéo utilizando glicidol 48 % (v/p), seguido de glutaraldeido 1 % (v/v). GLU-GLI: Ativacdo utilizando
glutaraldeido 1 % (v/v) seguido de glicidol 48 % (v/p). FORM-GLI: Ativacao utilizando formaldeido 1 % (v/v) seguido de
glicidol 48 % (v/p).

Analisando a Tabela 4.2 e 4.3, pode-se ver que os rendimentos de
imobilizacdo das estratégias Il a VI e X foram os mais baixos, resultando

conseguentemente, em baixas atividades do derivado. Estes resultados podem

ser explicados como segue.

Na estratégia Il as moléculas de glicidol reagiram tanto com 0s grupos
hidroxila como com os grupos amino da quitosana. Desta forma, ndao havia, ou

havia poucos, grupos amino na quitosana apos a ativagdo com glicidol para
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que o glutaraldeido se ligasse. Os grupos aldeidicos resultantes da ativacéo
com glicidol possuem baixa reatividade, quando comparados com 0S mesmos
grupos da molécula de glutaraldeido, cuja reatividade permite reacdo com mais
grupos da enzima. Portanto, a CALB se ligou muito pouco a esse suporte
ativado com glicidol. Além da baixa reatividade, a grande concentracdo de
grupos aldeidicos no suporte pode permitir sua interligacdo (reagdo de Aldol)
(Allinger et al, 1976), o que ocasionaria a inativagdo desses grupos.

Quando a estratégia 1l foi adotada para ativar a quitosana, p6de-se
observar que a atividade do derivado foi nula. Com esta estratégia, glicidol e
glutaraldeido nao reagiram com o suporte, pois a adicdo concomitante dos dois
reagentes permitiu a reacao entre essas moléculas em solucéo, e consequente
inativacdo das mesmas para reagirem com 0 suporte. Ja na estratégia IV os
grupos hidroxila da quitosana foram ativados com glicidol, em seguida ligados a
CALB nos grupos glioxil gerados. Numa segunda etapa, com 0 mesmo suporte,
glutaraldeido é utilizado para ativacdo dos grupos amino que se acreditava
ainda existirem livres na quitosana, para uma posterior adicdo de mais enzima.
A baixa atividade obtida com este derivado pode ser explicada pela pouca
reatividade da CALB com os grupos glioxil gerados e pelo ataque aos grupos

amino da enzima pelo glutaraldeido causando uma inativacdo da mesma.

Na estratégia V, o processo de ativacdo foi iniciado com a adi¢cdo de
glutaraldeido, seguido de glicidol. Os baixos resultados obtidos com essa
estratégia podem ter sido causados tanto pela baixa concentracdo de
glutaraldeido utilizada (1 % v/v), como pela reacdo de Aldol que acontece entre
grupos com terminagfes aldeidicas, caso que ocorre com o grupo glioxil,

gerado no suporte, com o grupo glutaraldeido ligado ao suporte.

Na estratégia VI, utilizou-se formaldeido com o objetivo de reticular a
quitosana, tornando-a mais hidrofobica, através da ligacdo deste agente aos
grupos amino da quitosana, como também impedir a ligacdo do glicidol aos
grupos amino, tornando apenas 0s grupos hidroxila disponiveis para a sua

ligacdo. No entanto, valores nulos de atividade observados no derivado
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mostraram que esta estratégia ndo obteve éxito. Estes resultados obtidos
podem ter sido devido a baixa reatividade dos grupos glioxil com 0s grupos
amino remanescentes da CALB, e/ou por uma reticulacado excessiva, tornando
0os grupos hidroxila da quitosana inacessiveis a ligagdo com glicidol, por

impedimento estérico.

Em paralelo a estas estratégias de imobilizacdo, enzima foi colocada
num reator sob as mesmas condicdes de imobilizacdo na auséncia dos
suportes. Pretendia-se observar quanto de enzima era inativada ao longo das 6
horas. Verificou-se que em média 18,00 % da atividade enzimatica era perdida.
Com isso, pode-se explicar o rendimento de imobilizacdo, em torno de 30,00
%, daquelas estratégias que obtiveram atividade de derivado nula. Nesses
casos pode nao ter havido imobilizacédo e sim perda de atividade acompanhada
de adsorcdo da enzima durante o periodo de reagdo, sendo apos a lavagem

dessorvida do suporte tornando o derivado inativo (sem enzima).

Baseado nos resultados obtidos com as estratégias Il a VI, estudou-se
outras estratégias. Como o glicidol se liga tanto aos grupos hidroxila, como aos
grupos amino da quitosana, aumentou-se a quantidade de glicidol para garantir
que todos os grupos amino e hidroxila da quitosana fossem ocupados. Na
estratégia X, ativou-se a quitosana com glicidol 72 % (v/p) da massa inicial de
suporte. No entanto, como se pode observar pela Tabela 4.3, os resultados de
atividade do derivado, atividade recuperada e rendimento foram muito baixos.
Dois fatores podem ter colaborado para tal fato: os grupos glioxil resultantes da
ativacdo sao poucos reativos a enzima e eles podem reagir entre si tornando-
se inativos, impedindo a etapa de imobilizagdo. A grande concentragdo de
grupos aldeidicos no suporte pode permitir sua interligacao, reacdo de Aldol, o

gue ocasiona a inativacao desses grupos (Allinger et al., 1976).
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Tabela 4.3: Parametros de imobilizacdo de CALB em quitosana ativada por
diversas estratégias (atividade do derivado (Aty), atividade recuperada (At,) e
rendimento de imobilizacédo (Rimop)) € atividade do sobrenadante antes (At) e
apos a imobilizacdo (At). Condicbes de imobilizacdo: 10 mL de solucéo

enzimatica, em tampao bicarbonato 100 mM, pH 10,05, foram colocados em

contato com 1 g de suporte a 25 °C durante 6 horas.

Estratégia de
_ o At (U/mL) Ats (U/mL) Atq (U/9) At (%) | Rimob (%)
imobilizacdo
GLUS (VII) 117,56 + 3,53 29,65 + 0,89 277,77 £33,90 | 31,60 74,78
GLU2-GLI-EDA-GLU
Vi 133,50 + 4,01 57,10+ 1,71 286,85 +23,80 | 37,54 57,26
GLI-EDA-GLU (IX) 133,14 + 4,00 65,17 + 1,95 422,44 +50,40 | 62,16 51,05
GLI (X) 144,43 + 4,33 121,50 + 3,65 6,17 + 0,80 2,69 15,82
GLU2 (XI) 117,50 + 3,53 47,59 +1,43 394,49 £ 39,20 | 56,43 59,52
GLU5-GLI-EDA-GLU
Xl 125,37 £ 3,76 6,85+ 0,21 413,72 +40,80 | 39,91 94,54
Novozyme 435 - - 529,78 + 11,70 - -

GLUS: Ativacdo com glutaraldeido 5 % (v/v). GLU-GLI-EDA-GLU: Ativagao com glutaraldeido 5 % (v/v), seguido de ativacdo com
glicidol 48 % (v/p), ligacédo com etilenodiamina entrecruzando com glutaraldeido 5 % (v/v). GLI-EDA-GLU: Ativagdo com glicidol 72
% (v/p), ligacdo de com etilenodiamina entrecruzando com glutaraldeido 5 % (v/v). GLI: Ativagdo com glicidol 72 % (v/p). GLU2:
Ativacdo com glutaraldeido 2 % (v/v). GLU2-GLI-EDA-GLU: Ativagdo com glutaraldeido 2 % (v/v), seguido de ativagdo com o
glicidol 48 % (v/p), ligagdo com etilenodiamina entrecruzando com glutaraldeido 5 % (v/v).

Nas estratégias VIl e Xl, utilizaram-se, respectivamente, 5 %(v/v) e 2
%(v/v) de glutaraldeido como agente ativante. As duas estratégias
apresentaram bons resultados: atividade do derivado (acima de 270 U/g) e bom
rendimento de imobilizacdo (acima de 50%). Utilizando a concentragdao 5 %,
conseguiu-se um melhor rendimento de imobilizacdo, 74,78% comparado a
59,52%, no entanto a atividade do derivado foi menor do que quando se utilizou
a concentracao de 2 %, 277,77 U/g comparado a 394,49 U/g. Esperavam-se
que maiores rendimentos de imobilizagcdo resultassem em maiores cargas
enzimaticas no suporte, uma vez que uma maior quantidade de moléculas de
enzima nao foi detectada no sobrenadante. No entanto, deve-se ressaltar que
um sistema contendo altas cargas de enzima pode estar sujeito a limitacdes

difusionais e impedimento estérico. No primeiro caso, a velocidade da reagéo
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de hidrélise, usada para a determinacao da atividade, € governada ndo so6 pela
cinética, mas pela barreira que o substrato precisa vencer para chegar ao sitio
ativo da enzima. Em muitos casos, a propria molécula de enzima funciona
como uma barreia a difusdo (Goncalves et al., 1997). O impedimento estérico
se caracteriza pela dificuldade de acesso da molécula de substrato ao sitio
ativo uma vez que a enzima possa estar imobilizada com uma orientagcéo

equivocada, ou seja, com o sitio ativo inacessivel (Trevan, 1980).

A estratégia IX, na qual se utilizou 72 % (v/p), da massa inicial de
suporte, de glicidol para ativar os grupos da quitosana, seguido de ligacdo de
EDA aos grupamentos glioxil gerados e, finalmente, ligagdo de glutaraldeido 5
% (v/v) aos grupos amino, mostrou-se a melhor estratégia de imobilizacéo,
levando-se em consideracdo a atividade do derivado, que foi de 422,44 U/g-
suporte. Os grupos glioxil disponiveis no suporte sdo pouco reativos para a
ligagdo aos grupos amino da molécula de enzima, devido a dificuldade de
acesso tanto do proprio grupo glioxil como dos grupamentos amino da enzima.
No entanto a ligacdo as moléculas de EDA ocorre mais facilmente pelo seu
maior acesso aos grupos aldeidicos do suporte, por serem moléculas menores
e caracteristicamente mais reativas comparada aos grupos amino da molécula
de enzima. Finalmente, ligou-se glutaraldeido a outra extremidade do EDA,

tornando o suporte bastante reativo para a imobilizacdo da enzima.

As estratégias VIl e Xl seguiram 0 mesmo procedimento de ativacdo da
estratégia 1X, sendo que a unica diferenca foi a ativacao inicial realizada com
glutaraldeido, 5 % (v/v) e 2 % (v/v), respectivamente. Altas cargas de enzima
foram obtidas nos derivado (acima de 280 U/g) quando estas duas estratégias
de imobilizacao foram utilizadas. Quando se utilizou a estratégia Xll, obteve-se
maior rendimento de imobilizacdo (94,54 %) e alta atividade enzimatica do
derivado (413,72 U/g-suporte). Essas estratégias de imobilizacdo fizeram com
gue a quitosana se tornasse muito hidrofébica, pois uma grande cadeia
hidrocarbbnica é gerada no final do processo de ativacdo. As lipases tém
grande afinidade por substancias apolares, o que pode ter aumentado muito o

rendimento de imobilizacdo na estratégia Xll. Resultados semelhantes eram
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esperados para a estratégia VI, porém nao foi o observado. A concentracéo
inicial de glutaraldeido (2 %) pode ter influenciado o processo de imobilizacédo
da lipase, por haver menor disponibilidade de sitios de ligacdo entre o suporte

e a enzima devido a menor concentracao.

4.5. Estudo da imobilizacdo de lipase em quitosana-alginato

As cinco melhores estratégias de imobilizacdo obtidas utilizando a
quitosana como suporte, considerando apenas alta atividade enzimatica por
grama de suporte, foram repetidas para o compdésito quitosana-alginato. Para
efeito de comparacédo, uma estratégia utilizando apenas glicidol como agente
ativante também foi realizada. A Tabela 4.4 mostra os resultados obtidos para
a imobilizacdo de CALB em quitosana-alginato em diferentes condi¢cdes de

ativacao.

Apesar do compésito quitosana-alginato apresentar uma menor
quantidade de grupos amino, o objetivo de se utilizar esse suporte para
imobilizar enzimas, neste trabalho, foi avaliar resultados de estabilidade térmica
e operacional, bem como atividades enzimatica por grama de suporte. Como o
gel polieletrolito formado entre quitosana e alginato é mais resistente,
esperava-se que ele tivesse maior resisténcia mecanica e, consequentemente,

maior estabilidade.

A Tabela 4.4 mostra os dados experimentais de imobilizacdo de CALB
em quitosan-alginato, para diferentes estratégias de ativacao do suporte. Pode-
se observar que, na maioria dos ensaios de imobilizacdo, 0 comportamento
desse suporte foi diferente do comportamento do derivado preparado apenas

com quitosana.

50

Preparacdo de Biocatalisadores utilizando lipase de Candida antarctica Tipo B Imobilizada
para a Sintese de Esteres de Vitamina A



Resultados e Discussdes Silva, J. A.

Tabela 4.4: Parametros de imobilizacdo de CALB em quitosana-alginato
ativada por diversas estratégias (atividade do derivado (Aty) atividade
recuperada (At) e rendimento de imobilizacdo (Rimob)) € atividade do
sobrenadante antes (At) e apd6s a imobilizacdo (At) e Condicdes de
imobilizacdo: 10 mL de solucdo enzimatica, em tampdao bicarbonato 100 mM,

pH 10,05, foram colocados em contato com 1 g de suporte a 25 °C durante 6 h.

Estratégia de
. N At; (U/mL) At (U/mL) Aty (U/Q) At (%) R (%)
imobilizacéo
GLU5(VII) 111,72 £ 3,35 53,10+ 1,60 268,96 + 3,20 45,88 52,47
GLU-GLI-
EDA-GLU 125,30 £ 3,76 39,10+ 1,17 179,21 +£9,70 20,79 68,80
(Vi)
GLI-EDA-GLU
(1X) 173,21 £ 5,20 121,70 + 3,65 167,67 £ 5,70 32,55 29,74
GLI (X) 144,52 £ 4,34 92,84 + 2,79 27,59 + 2,390 5,34 35,76
GLU2 (XI) 121,22 +£ 3,64 23,14 + 0,69 378,30 + 34,70 38,57 80,91
GLU2-GLI-
EDA-GLU 117,07 £ 3,51 18,59 + 0,56 270,94 + 1,30 27,51 84,12
(XI1)

GLUS: Ativagdo com glutaraldeido 5 % (v/v). GLU-GLI-EDA-GLU: Ativacdo com glutaraldeido 5 % (v/v), seguido de ativagdo com
glicidol 48 % (v/p), ligacédo com etilenodiamina entrecruzando com glutaraldeido 5 % (v/v). GLI-EDA-GLU: Ativagdo com glicidol 72
% (v/p), ligacdo com etilenodiamina, entrecruzando com glutaraldeido 5 % (v/v). GLI: Ativagdo com glicidol 72 % (v/p). GLU2:
Ativacdo com glutaraldeido 2 % (v/v). GLU2-GLI-EDA-GLU: Ativagdo com glutaraldeido 2 % (v/v), seguido de ativagdo com o
glicidol 48 % (v/p), ligagdo com etilenodiamina entrecruzando com glutaraldeido 5 % (v/v).

O derivado obtido utilizando a estratégia X sofreu ativacdo apenas com
glicidol 72 % (v/p) da massa inicial de suporte, seguida de oxidacao dos grupos
gliceril gerados, e finalmente, imobilizagdo da lipase ao suporte ativo, que
apresentou baixa atividade, devidos aos mesmos motivos ja discutidos

anteriormente para o derivado preparado com quitosana.

As estratégias que permitiram a obtencdo de derivados com maior
atividade foram as VIl e Xl, nas quais se utilizou glutaraldeido como agente
ativante, nas concentracoes de 5 % e 2 %, respectivamente, e a estratégia XIlI,

ativacdo com glutaraldeido 2 % (v/v), seguida de ativacdo com glicidol 48 %
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(v/p) da massa inicial de suporte, ligacdo de EDA ao grupo glioxil gerado e por
ultimo ativagdo com glutaraldeido. Cabe ressaltar aqui que a estratégia Xl foi a
que permitiu obtencdo de derivado com maior atividade (378,30 U/g-suporte) e

o segundo melhor rendimento de imobilizacdo (80,91 %).

Comparando as mesmas estratégias de imobilizacdo para a preparacao
de derivados utilizando os dois suportes, pdde-se observar que, na maioria dos
casos, a quitosana mostrou ser o melhor suporte levando em consideracéo
apenas as atividades dos derivados. A Unica excecéo foi para a preparacao de
derivados utilizando a estratégia X, quando o compoésito apresentou melhor
resultado de atividade no derivado, 27,59 U/g (quitosana-alginato) comparado a
6,17 Ulg (quitosana). No entanto, essa atividade foi uma das menores obtida,
indicando que esta estratégia ndo é adequada para a preparacdo do

biocatalisador.

4.6. Secagem dos derivados

Os melhores derivados, considerando atividade enzimatica por grama de
suporte, foram selecionados para estudos de estabilidade térmica, estabilidade
operacional e desempenho na sintese de palmitato de retinila, a partir de retinol
e acido palmitico. Antes de realizar estes estudos, fez-se uma etapa de
secagem dos derivados para a remocdo de agua. A Tabela 4.5 mostra os
derivados selecionados e a atividade enzimatica antes e ap0s o0 processo de
secagem utilizando hexano, por 6 dias a temperatura ambiente. Podemos
observar que, apés a secagem, a atividade de todos os derivados diminuiu

aproximadamente a metade da inicial.
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Tabela 4.5: Atividade dos derivados antes Aty (U/g) e depois At; (U/g) da

secagem com hexano.

Derivado Suporte Estratégia de
o Ato (U/g) | At (U/g)
imobilizacéo
J8 quitosana IX 422,44 211,23
J10 quitosana Xl 394,49 205,23
J11 quitosana XIl 413,72 210,36
G10 quitosana-alginato Xl 378,30 190,86

J8: Derivado de quitosana que seguiu ativagdo com glicidol 72 % (v/p), ligagdo com etilenodiamina, entrecruzando com
glutaraldeido 5 % (v/v). J10: Derivado de quitosana que seguiu ativacdo com glutaraldeido 2 % (v/v). J11: Derivado de
quitosana que seguiu ativagdo com glutaraldeido 2 % (v/v), seguido de ativacdo com o glicidol 48 % (v/p), ligagdo com
etilenodiamina entrecruzando com glutaraldeido 5 % (v/v). G10: Derivado de quitosana-alginato que seguiu ativagao
com glutaraldeido 2 % (v/v).

Outros autores (Blanco et al., 2004), ao estudar a imobilizacdo de CALB
em silica de porosidade controlada, também observaram perda de atividade ao
secar o derivado com acetona, mesmo quando o processo foi realizado por
curtos periodos de tempo. Para evitar a perda de atividade, os autores
sugerem a adicdo de albumina, polietilenoglicol ou outros polimeros durante a
etapa de secagem, com o objetivo de proteger a enzima. Whetje et al. (2003)
relatam que a perda de atividade estd também relacionada com a quantidade
de agua retirada do biocatalisador. Portanto, um estudo do comportamento da
atividade ao longo do tempo de secagem deve ser realizado, bem como uma

avaliacao da adicdo de aditivos para a protecao da enzima.

4.7. Estabilidade térmica dos derivados a 60 °C

Os derivados produzidos a partir das estratégias IX, XI e Xll, utilizando
quitosana como suporte, e o derivado produzido a partir da estratégia XI,
utiizando o compdsito quitosana-alginato, foram submetidos a ensaios de
estabilidade térmica a 60 °C, por até 21 horas e avaliados quanto a atividade

ao longo desse tempo. Estes resultados, ver Figura 4.3, foram comparados
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com a estabilidade da enzima livre e de um biocatalisador comercial
(Novozyme 435), na mesma temperatura. Para cada ensaio de estabilidade
térmica, determinou-se o tempo de meia vida, bem como o fator de

estabilizacdo, em relacdo a meia-vida da enzima livre.

—v— J8 (quitosana-GLI-EDA-GLU-lipase
J10 (quitosana-GLU-lipase)
—a— J11 (quitosana-GLU-GLI-EDA-GLU-lipase)
—e— G10 (quitosana-alginato-GLU-lipase)
—Aa— Novozyme 435
—m— CALB livre

100

8o\

Atividade dos derivados (%)

tempo (h)

Figura 4.3.: Curvas de desativacéo térmica a 60 °C e pH 8,0 para a CALB livre
e imobilizada em diferentes suportes: enzima livre At = 1945,69 U/mL (m),
Novozyme 435 At; = 529,78 U/g (4), CALB imobilizada em quitosana utilizando
a estratégia IX - derivado J8 At = 211,23 U/g (v), CALB imobilizada em
quitosana utilizando a estratégia XI - derivado J10 At; = 205,23 U/g ( ¢),CALB
imobilizada em quitosana utilizando a estratégia XII - derivado J11 At; = 210,36
U/g (®) e CALB imobilizada em quitosana-alginato utilizando a estratégia XI -
derivado G10 At; = 190,86 U/g (®). As linhas representam as tendéncias dos

dados experimentais.

Analisando a Figura 4.3 fica evidente que a estabilidade térmica dos
derivados frente a enzima soltvel, € bem melhor. A enzima quando esta na sua
forma soluvel, apresenta certa flexibilidade, que faz com que seu sitio ativo
sofra mudancas conformacionais muitas vezes irreversiveis, tornando-a inativa.

Quando imobilizada, ela se encontra numa forma mais rigida, devido as suas
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ligacbes ao suporte. Essa rigidez diminui a flexibilidade da enzima mantendo a

forma do sitio ativo, que é responséavel por sua atividade (Trevan, 1980).

Comparando os perfis de decréscimo de atividade dos derivados
preparados neste trabalho (J8 e G10) com o derivado comercial (Novozyme
435), pode-se observar que as atividades dos trés derivados decrescem de

maneira semelhante, dentro do erro experimental (Figura 4.3).

A Tabela 4.6 mostra os resultados de desativacédo térmica a 60 °C da
CALB livre, de um biocatalisador comercial (Novozyme 435), e de
biocatalisadores preparados neste trabalho (derivados J8, J10, J11 e G10). O
derivado que apresentou melhor fator de estabilizacdo foi o G10, CALB
imobilizada em quitosana-alginato, sendo aproximadamente 29 vezes mais
estavel que a enzima solUvel, e mais de 2 vezes mais estavel do que a enzima
comercial Novozyme 435. O derivado J8, CALB imobilizada em quitosana, foi o
terceiro mais estavel com 10,25 de fator de estabilizacdo. Os derivados J10 e
J11 apresentaram fator de estabilizacdo baixo. Estes resultados levaram a
escolha dos biocatalisadores J8 e G10 para estudos posteriores de sintese de
palmitato de retinila (uma reacdo de esterificagdo), bem como estudos de

estabilidade operacional de hidrolise.

A estabilidade desses derivados em temperaturas elevadas nos diz o
quanto a enzima sofreu mudancas em seu sitio ativo, através da perda de
atividade (Trevan, 1980) Tanto a enzima pode ter sofrido mudancas em sua
estrutura por influencia direta da temperatura como ela pode ter sido retorcida
por uma mudanca na estrutura do suporte. Como o gel quitosana-algintato tem
uma maior estabilidade mecanica, isso provavelmente contribuiu para que o

derivado G10 apresentasse uma maior estabilidade térmica.
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Tabela 4.6: Desativacao térmica a 60 °C e pH 8,0, da CALB, Novozyme 435,
derivado J8 e derivado G10, por um periodo de até 21 horas.

Biocatalisador ti2 (h) Fator de estabilizacéo (FE)
CALB livre 0,11 1,00
Novozyme 435 2,19 19,91
J8 1,13 10,25
J10 0,65 5,88
J11 0,67 6,13
G10 3,22 29,26

4.8. Estabilidade operacional de derivados na reacdo de hidrélise do
butirato de p-nitrofenila (pNPB)

A Figura 4.4 mostra o estudo de estabilidade operacional dos derivados
J8, G10 e da Novozyme 435, utilizando como modelo rea¢des subsequentes
de hidrélise de hidrélise do pNPB, a pH 8,0 e temperatura ambiente. Ap6s 16
ciclos de 8 minutos cada, observou-se que o derivado G10 foi 0 que teve uma
maior queda em atividade, mostrando que esse derivado tem uma menor
estabilidade operacional em relacdo aos outros dois. Ja o derivado J8
apresentou estabilidade semelhante ao derivado comercial. Assim, pode-se
concluir que esse derivado, CALB imobilizada em quitosana, pode ser utilizado

tdo bem quanto o derivado comercial em reacdes de hidrdlise.
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Figura 4.4.: Estabilidade operacional na hidrolise do pNPB para Novozyme 435,
derivado J8 (quitosana ativado com glicidol 72 % (v/p), ligado com
etilenodiamina entrecruzada com glutaraldeido 5 % (v/v)) e derivado G10
(quitosana-alginato ativado com com glutaraldeido 2 % (v/v)). Cada ciclo teve

duracdo de 8 minutos, na temperatura de 25 °C e pH 8,0

4.9. Sintese enzimatica de ésteres de vitamina A utilizando lipase

imobilizada

4.9.1. Influencia do tipo de lipase e da peneira molecular

Ensaios de sintese de palmitato de retinila (vitamina A) foram realizados
para avaliar a influencia da fonte da lipase e do uso de peneira molecular no
rendimento de sintese. Inicialmente, dois derivados comerciais foram
avaliados, Lipozyme RM e Lipozyme TL, bem como lipase do tipo B de
Candida antarctica imobilizada em agarose (CALB-A). A Tabela 4.7 mostra o
consumo de retinol e producdo de palmitato de retinila apos 45 horas de reagéo
sob agitacdo, protegida da luz e na auséncia de oxigénio. O rendimento de
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sintese foi definido como a raz&o entre a concentracdo de palmitato de retinila
produzido e a concentracdo inicial de retinol. Realizou-se um ensaio, aqui
denominado branco, nas mesmas condi¢cdes da sintese enzimatica, mas sem a
adicao do biocatalisador. Neste ensaio, ndo se observou formacao de produto,

confirmando que a presenca de enzima como catalisador € fundamental.

- o
Lipasa
% S . f/ \__ W\uk,mhm.
H0

8 |
CH,(CH,), LOOH
2

Figura 4.5.: Sintese de palmitato de retinila por hidrélise reversa.
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Figura 4.6.. Andlise cromatografica da sintese de palmitato de retinila por

hidrolise reversa mostrando o reagente limitante (retinol) e o produto.

Pode-se observar pelos resultados mostrados na Tabela 4.7 que os
melhores resultados de rendimento, na auséncia de peneira molecular, foram
obtidos quando se utilizou o derivado Lipozyme RM, com rendimento de 48,76
%, seguida da Lipozyme TL, com 36,05 %. Quando se utilizou CALB-A como
catalisador, um baixo rendimento de sintese foi alcancado, aproximadamente
7%.
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Tabela 4.7. Producéo de palmitato de retinila a 37 °C, apos 45 horas de reacéo
sob agitacao, protegidos da luz e na auséncia de oxigénio. Concentracéo inicial
de retinol: 50 mM, concentracéo inicial de acido palmitico: 250 mM, quantidade

de enzima imobilizada: 100 mg. *Para os derivados J8 e G10 a reacao teve

duracédo de 24 horas.

Enzima imobilizada

Rendimento (%) sem

peneira molecular

Rendimento (%) com

peneira molecular

CALB-A 7.21 53.17
Lipozyme RM 48.76 63.93
Lipozyme TL 36.05 68.25

J8* - 61,47
G10* - 57,78

Este resultado pode ter sido causado pela grande quantidade inicial de
dgua presente neste suporte, uma vez que ele ndo passou por nenhum
processo de secagem. Esta hipétese pdde ser confirmada pelo rendimento
obtido na presenca de peneira molecular, que tinha por objetivo retirar a agua
do meio reacional formada durante a reagdo. A conversao utilizando CALB-A
passou de 7,21% para 53,17% quando a peneira molecular foi adicionada ao
meio reacional. A adicdo de peneira molecular também elevou os rendimentos
de sintese quando Lipozyme RM e TL foram utilizadas, que passaram de
48,76% para 63,93% e de 36,05% para 68,25%, respectivamente. A retirada da
agua formada durante a reacao de esterificacdo desloca o equilibrio da reacéo
favorecendo a formacéo do produto. Portanto, todos 0s ensaios subsequentes
foram realizados na presenca da peneira molecular. A temperatura de 37 ° C

foi escolhida, pois esta é a temperatura 6tima da CALB (Castro et al., 2001).

Maugard et al. (2000 e 2002), observaram uma melhora no rendimento
de sintese de derivados de vitamina A quando utilizou peneira molecular 4 A

para retirar 4gua formada durante a reacdo. Rejasse et al. (2003) utilizaram
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peneira molecular 3 A para secar 0s solventes utilizados na sintese de

derivados de vitamina A, obtendo bons resultados.

Melhores resultados (rendimentos) foram obtidos quando se utilizaram
Lipozyme TL e Lipozym RM, respectivamente, 68,25% e 63,93%. No entanto, o
biocatalisador J8, imobilizado neste trabalho, apresentou um desempenho
semelhante aos derivados comerciais, uma vez que um bom rendimento em
palmitato de retinila foi atingido (61,47%). Os outros biocatalisadores
preparados neste trabalho também apresentaram rendimentos de sintese

satisfatorios, superiores 50%.

As Figuras 4.7 a 4.9 mostram a evolucdo da reacdo de sintese em
funcdo do tempo utilizando CALB-A, Lipozyme RM e Lipozyme TL,
respectivamente, com a presenca de 50 mg de peneira molecular. Pode-se
observar que para as trés enzimas utilizadas, ap6s uma hora de reacdo, um
alto rendimento de palmitato de retinila foi alcancado. Para CALB-A, o
rendimento maximo (53,17%) foi obtido apés 40 h de reacdo, enquanto que
para a Lipozyme RM (63,93 %) e Lipozyme TL (68,25%), o tempo para atingir o
maior rendimento foi de 1 h. Esse maior periodo de tempo de reacdo foi

necessario para permitir que o rendimento maximo fosse atingido.

Como a reagdo de sintese trata-se de uma reagdo reversivel, o
rendimento do palmitato de retinila oscilou até atingir o equilibrio da reacéo. Por
isso a diminuicdo e aumento do rendimento ao longo do tempo. O retinol
formado na reacdo reversa ndo aparece, pois € uma molécula altamente
instavel, e instantaneamente é degradada em outras substancias. Essa
oscilagdo pode ter ocorrido também devido a erros experimentais ja que 0s

mesmos nao foram realizados em duplicata.
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Figura 4.7. Curso da sintese de palmitato de retinila por hidrélise reversa.
Condic6es: 0.1 mmol de retinol, 0.5 mmol acido palmitico, 100 mg de CALB-A,
2 ml de hexano e 50 mg de peneira molecular. Agitagcdo na auséncia de

oxigénio e protegidos da luz a 37 °C.
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Figura 4.8. Curso da sintese de palmitato de retinila por hidrélise reversa.
Condicdes: 0.1 mmol de retinol, 0.5 mmol acido palmitico, 50 mg de Lipozyme
RM, 2 ml de hexano e 50 mg de peneira molecular. Agitagdo na auséncia de
oxigénio e protegidos da luz a 37 °C.
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Figura 4.9. Curso da sintese de palmitato de retinila por hidrélise reversa.
Condictes: 0.1 mmol de retinol, 0.5 mmol acido palmitico, 50 mg de Lipozyme
TL, 2 ml de hexano e 50 mg de peneira molecular. Agitacdo na auséncia de

oxigénio e protegido da luz a 37 °C.

Segundo a estequiometria da reacdo uma molécula de retinol deveria
ser convertida em uma molécula de palmitato de retinila, no entanto isso néo
aconteceu. Durante o curso das reacdes, além do consumo do retinol para a
sintese de palmitato de retinila, ocorreu degradacédo do mesmo, ja que se trata
de uma molécula altamente instavel (termosensivel, fotosensivel e facilmente
oxidado na presenca de oxigénio), explicando assim o decréscimo de sua

concentragdo concomitantemente com a formagé&o do produto.
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4.9.2. Influencia do tipo de derivado utilizado, temperatura e razdo entre

substratos

Com o objetivo de determinar temperatura e razao de substratos mais
adequados para a reacao de sintese de palmitato de retinila foi realizado um
planejamento experimental 22 com réplica, com tempo de reacdo de 24 horas.
A partir dos resultados deste planejamento avaliaram-se os tipos de derivado

preparados neste trabalho (J8 e G10).

As variaveis estudadas no planejamento foram: temperatura (37 °C e 45
°C) e razdo entre os substratos, retinol:acido palmitico (1:3 e 1:5). A Figura
4.10 mostra os resultados obtidos desse planejamento tendo como resposta o
rendimento de sintese definido na secdo 3.2.14, com seus respectivos
intervalos de confianca. Em trabalhos encontrados na literatura de sintese de
derivados de vitamina A (Maugard et al., 2000 e Rejasse et al., 2003), a
temperatura utilizada na reacao variou entre 40 °C e 55 °C. Baseados nestes
trabalhos e na temperatura oOtima de atuacdo da enzima é que foram

escolhidas as temperaturas de 37 °C e 45 °C, para a realizacdo das reacgoes.

Tabela 4.8: Resultados do planejamento experimental 2° da sintese de
palmitato de retinila por hidrélise reversa, tendo como variaveis a temperatura e
a razao entre os substratos. As rea¢cdes foram conduzidas utilizando 100 mg de
derivado J8, 2 ml de hexano e 50 mg de peneira molecular sob agitacdo, na

auséncia de oxigénio e protegidos da luz.

Experimento Temperatura Razéo entre os Rendimento 1l Rendimento 2

(°C) substratos (%) (%)
1 37 1:5 63,13 59,8
2 45 1:5 59,83 57,96
3 37 1:3 42,81 49,21
4 45 1:3 52,58 45,75
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A Tabela 4.8 mostra os resultados da sintese de palmitato de retinila,
partindo de retinol e acido palmitico, que foi utilizado no estudo estatistico

apresentado nesta secao.

O rendimento do experimento 1 da Tabela 4.8 (acima de 60 %) foi
considerado bom, visto que os rendimentos obtidos utilizando as enzimas
comerciais Lipozyme RM e TL foram, 63,93% e 68,25%, respectivamente
(Tabela 4.7). Sendo esta condicdo do planejamento experimental a melhor

encontrada.

Fixando a temperatura em 37 °C, quando a razao entre os substratos
passou de 1:3 para 1.5, o rendimento da reacdo aumentou de 46,01 % para
61,46 % (aumento de aproximadamente 15 %). Ja na temperatura de 45 °C,
guando a razao entre os substratos passou de 1:3 para 1.5, o rendimento
aumentou de 49,16 % para 58,89 % (aumento de aproximadamente 9 %).
Esse resultado mostra que uma maior quantidade de acido palmitico melhorou
o rendimento de sintese, nas duas temperaturas estudadas. Quando a razéo
de substrato utilizada foi 1:5, tinha-se um maior excesso de &acido palmitico no
meio reacional, isso melhorou o rendimento da reacdo. Este excesso fez com
que uma maior quantidade de acido palmitico ficasse disponivel e, assim,
pudesse se ligar a enzima, formando o complexo enzima-acido palmitico,
seguido da liberacdo de uma molécula de agua, para finalmente receber o

retinol e formar o segundo produto da reacédo — palmitato de retinila.

Das duas variaveis testadas, T e razdo entre os substratos, a que teve
efeito significativo no rendimento da reacdo foi a razdo entre os substratos,
como pode ser observado pelo grafico de Pareto na Figura 4.11. A linha
tracejada representa se houve ou ndo significancia para cada variavel e a
interacdo entre elas na analise dos dados com um grau de confianca de 95 %.
Quando a razao entre os substratos aumentou, o rendimento de sintese

aumentou, logo a razéo de substrato tem efeito positivo no rendimento.

Nele também se pode observar que a temperatura e a interagao

temperatura-razdo entre o0s substratos nao afetaram significativamente o
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rendimento da reacdo. Esse resultado também pode ser observado na Figura
4.10 através dos intervalos de confianca dos rendimentos.

Uma dispersdo dos dados experimentais com respostas calculadas para
o planejamento fatorial utilizando o software STATISTICA 6.0, esta
representada no Anexo B. Na Figura B.2 (Anexo B) pode-se observar a
aproximacéo dos dados experimentais com os dados calculados pelo software,
onde a reta representa os valores das respostas calculadas, e os pontos 0s

valores dos dados experimentais.

61,465 (54,45,68,48) 58,895 (51,88,65,91)
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Figura 4.10. Diagrama para interpretacdo dos resultados do planejamento

fatorial.
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4,982¢

-1,13264
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p=,05

Efeito Estimado (Valor absoluto)

Figura 4.11. Diagrama de Pareto para o planejamento experimental.

Tabela 4.9: Resultados da sintese de palmitato de retinila, utilizando o derivado

G10 e as razdes entre os substratos 1:3 e 1:5. As reacfes foram conduzidas

utilizando 100 mg de derivado, 2 ml de hexano e 50 mg de peneira molecular

sob agitacao, na auséncia de oxigénio e protegidos da luz, a 37 °C.

Experimento | Derivado Razao entre os Rendimento 1 | Rendimento 2
substratos (%) (%)
5 G10 1:5 53,61 61,95
6 G10 1:3 49,86 57,21

A Tabela 4.9 mostra os resultados obtidos da sintese de palmitato de

retinila, partindo de retinol e &cido palmitico utilizando agora o derivado G10 e

uma temperatura fixa de 37°C.

Baseado nos resultados obtidos no planejamento selecionou-se a

temperatura de 37°C (nivel inferior) e a razdo de substrato 1:5 (nivel superior)
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para se avaliar a influéncia do derivado G10, lipase imobilizada em quitosana-
alginato. Uma reacdo com a razdo de 1:3 também foi realizada para confirmar
ou ndo o melhor nivel da razdo entre os substratos. Como a variavel
temperatura néo foi significante para a faixa utilizada escolheu-se a menor, pois
assim o gasto com energia para atingir a temperatura de reacdo sera menor. A
melhor razdo de substratos foi 1:5 (retinol:4cido palmitico), confirmada pela
reacao realizada com o derivado G10. A Tabela 4.7 mostra os rendimentos
obtidos com o derivado J8 e G10 a 37°C e na razdo 1.5 (retinol:acido
palmitico). Foi 61,47 £ 2,35 % para 0 J8 e 57,78 + 5,90 % para 0 G10. Pode-se
observar que os rendimentos das reacdes utilizando o derivado J8 e utilizando
o derivado G10 s&o aproximadamente iguais, pois estdo dentro do erro
experimental. Portanto baseando-se apenas no rendimento da reacédo pode-se
utilizar tanto o J8 como o G10 em reacfes de sintese. No entanto, como o
derivado J8 apresentou uma estabilidade operacional melhor em relacdo aos
outros derivados e uma razoavel estabilidade térmica pode-se seleciona-lo

para futuras reacdes quimicas.
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5. CONCLUSOES

Analisando os resultados obtidos, para as diferentes estratégias de
imobilizacdo, pode-se concluir que a quitosana se apresentou como um melhor
suporte para imobilizar a lipase do tipo B de Candida antarctica (CALB),
quando comparada a quitosana-alginato, levando em conta as atividades dos
derivados obtidas. O maior valor de atividade do derivado nas estratégias
estudadas foi 422,44 + 50,4 U/g, (estratégia IX - Ativacdo com glicidol 72 %
(v/p), ligacdo de com etilenodiamina entrecruzanda com glutaraldeido 5 %
(v/v).), quando se utilizou quitosana como suporte. Bons resultados também
foram obtidos nas estratégias Xl| (Ativacdo com glutaraldeido 2 % (v/v)) e Xl
(Ativacdo com glutaraldeido 2 % (v/v), seguido de ativacdo com o glicidol 48 %
(v/p), ligacdo com etilenodiamina entrecruzando com glutaraldeido 5 % (v/v)),
tanto para quitosana como para o compdsito quitosana-alginato. Considerando
que a carga enzimatica utilizada nas imobilizacdes foi baixa (1,8 mg de
proteina por grama de suporte) esses resultados se apresentam de maneira
satisfatoria quando comparados com a atividade do derivado comercial
Novozyme 435 (529,72 + 11,66 U/q).

Baseando-se nas melhores atividades dos derivados, foram
selecionados quatro catalisadores, para os estudos de estabilidade térmica. Os
catalisadores selecionados foram o J8, J10, J11 e G10. Antes de iniciar os
estudos de estabilidade, secaram-se esses derivados com hexano, com 3 % de
acido butirico. A estabilidade térmica foi estudada na temperatura de 60 °C e
os resultados foram comparados com a estabilidade da Novozyme 435 e da
CALB livre. Os derivados que apresentaram melhores resultados foram o J8 e
G10 com fator de estabilizacdo 10,25 e 29,26, respectivamente. O derivado
G10 apresentou um fator de estabilizagdo maior do que da Novozyme 435
(fator de estabilizagédo: 19,91), logo este derivado tem grandes chances de ser

utilizado em substituicdo ao derivado comercial.
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Os dois derivados que apresentaram melhor estabilidade térmica foram
submetidos a varios ciclos de reagdo de hidrolise do pNPB, e avaliou-se sua
estabilidade operacional hidrolitica. Apés 16 ciclos (128 minutos), o derivado J8
mostrou-se mais estavel, mantendo em torno de 37 % de sua atividade inicial.
Resultados semelhantes foram obtidos com a Novozyme 435, que manteve 44
% de sua atividade inicial ap6s o mesmo tempo. Por outro lado, apesar do
derivado G10 ter apresentado uma melhor estabilidade térmica, n&o
apresentou boa estabilidade operacional hidrolitica, mantendo em torno de

10% de sua atividade inicial apds 16 ciclos.

Em paralelo, realizou-se um estudo de sintese de palmitato de retinila,
um éster de vitamina A, para a definicdo de algumas condicbes operacionais.
Nestes ensaios, dois derivados comerciais (Lipozyme TL e Lipozyme RM) e
lipase do tipo B de Candida antarctica imobilizada em agarose-glioxil (CALB-A)
foram utilizados para avaliar a influéncia do uso de peneiras moleculares e do
tempo de reacdo. Em todos os ensaios, o retinol foi rapidamente acilado com o
acido palmitico, reacdo de hidrdlise reversa, formando o palmitato de retinila,
um éster de retinol. Este éster é mais estavel do que o retinol, facilitando seu
manuseio nas preparacdes farmacéuticas, e fazendo com essas preparagcdes
tenham um maior prazo de validade (Rejasse et al, 2002). O uso de peneira
molecular melhorou o rendimento de sintese visto que a agua formada por
hidrolise reversa foi removida do sistema, desviando o equilibrio para a

producédo do éster.

Para determinar a temperatura e a razado de substratos mais adequados
para a reacdo de sintese de palmitato de retinila foi realizado um planejamento
experimental 2% com réplica. A partir deste planejamento testou-se o derivado
G10 com o intuito de ver a sua influéncia no rendimento da reacao utilizando-se
os melhores niveis das variaveis encontrados no planejamento. Realizados
esses experimentos pbde ser visto que tanto a temperatura como os tipos de
catalisadores utilizados nas reagfes nao apresentaram efeitos significativos.
Contudo a razdo entre os substratos influenciou de forma significativa como

pode ser visto nos graficos da secdo 4.9.2, apresentando maiores rendimentos
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de sintese com a razdo de substratos 1:5. Peneira molecular foi utilizada em
todas as reacdes deste planejamento, pois ela melhorou o rendimento de

sintese das reacdes realizadas anteriormente.

Os resultados experimentais indicaram que a CALB-A, o derivavo J8 e 0
derivado G10, imobilizados neste trabalho, sdo biocatalisadores adequados
para a producdo de palmitato de retinila, quando comparado as enzimas

comerciais.
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Anexos

Silva, J. A.

ANEXO A - Curva de calibracdo do p-nitrofenol (pNP)

:

Figura A.1. Curva de calibracédo do pNP, utilizada nos calculos de determinacdo
de atividade enzimatica
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Anexos Silva, J. A.

ANEXO B - Andlise dos valores observados versus valores preditos do

planejamento
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Figura B.1. Comparacdo dos dados experimentais e respostas calculadas para
o planejamento fatorial
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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