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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo imobilizar lipases de Burkolderia cepacia LTEB11 em biofilmes
de sericina extraida dos casulos do bicho da seda de Z classe. Além disso, realizou-se testes de
umidade e solubilidade (em n-heptano e etanol) do biofilme. Os resultados mostraram que o
rendimento da reacdo, usando a enzima imobilizada, foi 23% de conversdo em éster, 25 h.
Embora a conversdo tenha sido inferior a da enzima livre (100% de conversdo em éster, 20 h),
0 resultado pode ser considerado promissor ja que a imobilizacdo ndo foi otimizada. Com
relacdo @ umidade e a solubilidade, o filme possui 20,02% + 3,53 (m/m) de umidade e 11,84% *
3,62 (m/m); 3,54% + 1,17 (m/m) de solubilidade em etanol e n-heptano respectivamente. Estes
resultados indicam que o filme é pouco sollivel em n-heptano, o que o torna aplicavel para ser
utilizado em meios reacionais contendo solventes pouco polares.
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INTRODUGAO

Com a evolugdo nas pesquisas relacionadas a catdlise enzimatica, desde os
mecanismos de catdlises das enzimas até o desenvolvimento de biocatalisadores e novas
aplicagdes, uma classe de enzimas que merece destaque em reacdes de biocatdlise é a de
lipases. Sao enzimas que podem catalisar reagdes tanto em meio aquoso como em meio
orgénico, com teor de agua restrito’?.

Apesar da alta eficiéncia das lipases o custo € um fator limitante para a sua utilizagao
em escala industrial. Para minimizar este inconveniente, algumas técnicas estdo se
desenvolvendo, por exemplo, a imobilizagao de enzimas que oferecem importantes vantagens
em processos industriais e tem sido utilizada extensivamente por facilitar o desenvolvimento de
processos em escala comercial. Outra vantagem desta técnica é que proporciona a reutilizacao
das enzimas, facilita a separacdao dos produtos e aumenta a estabilidade em solventes
organicos3.

A guantidade de residuos téxteis vem aumento junto com o crescimento da industria
téxtil, um caso em particular onde é gerado grande quantidade de residuo é na fabricacdo da
seda. O referido tecido é feito utilizando casulos do “bicho-da-seda” (Bombyx mori). Através de
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tratamentos quimicos é possivel extrair a sericina, uma proteina natural presente no casulo, que
possui excelentes propriedades antioxidantes, antibacterianas, resisténcia UV e resisténcia a
umidade®. Por possuir propriedades interessantes, filmes de sericina tém sido utilizados para
imobilizar enzimas, porém, até o presente momento, ndo ha referéncias sobre o uso deste
material para imobilizar lipases.

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho é utilizar a sericina, que inicialmente
seria um residuo do processo produtivo, como um suporte biocompativel para imobilizagdo de
lipases.

MATERIAL E METODOS

A sericina foi extraida de acordo com a metodologia proposta por Turbiani* dos casulos
do bicho da seda (Bombyx mori) de Z classe. A lipase utilizada foi produzida por fermentacao
submersa pelo LTEB 11 (Laboratério de Tecnologia Enzimatica e Biocatalise) na Universidade
Federal do Parana. A imobilizagdo das lipases de Burkholderia. cepacia LTEB11 foi realizada
simultaneamente com a producao dos filmes de sericina. Os filmes de sericina foram obtidos
pelo processo de “casting process”. O processo consiste na adicdo da solucdo filmogénica
juntamente com adicdo da enzima sob agitacdo e aplicacdo da mesma em um molde. A solucao
de sericina 2% (m/v) foi preparada a temperatura ambiente, em agua destilada ja contendo
glicerol (0,6 g glicerol/g sericina). Para obter uma solucdo homogénea, a solucao foi agitada por
1 hora e em seguida a temperatura do sistema foi aumentada para 70° C e lentamente uma
solucdo de dimetilouréia (DMU) (0,8 g/mL) foi adicionada na solucdao biopolimérica. Ela foi
mantida sob agitacao magnética durante mais 1 hora e entdo, apds o resfriamento, a solucao de
lipase a 10% (m/v) foi adicionada e agitada por mais 30 minutos. Por fim, aliquotas de 70 g
desta solucao foram transferidas para placas de polipropileno (diametro = 15 cm) e levadas a
uma estufa com circulagao de ar, a 30 °C por 16 horas. Os filmes obtidos, foram cortados em
pedacos de aproximadamente 1 cm? e utilizados nas reagoes de esterificagao do oleato de etila.

As reacOes de esterificagao foram preparadas em um erlenmeyer de 25 mL contendo 7,0
mL de solvente (heptano), 120 pL de &cido oléico (50 mmol.L™), 62 p L de etanol (150 mmol.L’
Y a 37 °C e com agitacdo orbital de 200 rpm>. Foram realizados duas reacdes de reacdo, uma
usando a enzima liofilizada (livre) e outra com a enzima imobilizada no biofilme. O método para
quantificacdo do éster foi o de Lowry-Tinsley®. A atividade (U/g da enzima liofilizada) foi dosada
pelo método titulométrico usando a tricaprilina como substrato. Uma unidade de atividade
lipolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir 1 ymol de acidos graxos
(acido caprilico) por min, a 37 °C. A quantidade de proteina (mg/g da enzima liofiizada) foi
dosada pelo método de Bradford. Tanto a atividade, quanto a dosagem de proteinas foram
realizadas no Laboratdrio de Tecnologia Enzimatica e Biocatalise da Universidade Federal do
Parana.

Os biofilmes contendo a enzima também foram analisados quanto a umidade e a
solubilidade nos solventes etanol e -heptano. No primeiro caso, amostras do biofilme foram
pesadas antes e apds serem colocadas em estufa a 104 °C por 24 h. Para analisar a
solubilidade, os filmes foram cortados em pequenos quadrados (0,5 cm?), pesados e
adicionados em erlenmeyers contendo 5 mL de cada solvente. Os frascos ficaram sob agitagao
(200 rpm) por 24 h, a 37 °C. Apos este periodo, os filmes foram transferidos para uma estufa a
104 °C por 24 h. Os calculos foram baseados nas equacoes 1 e 2.
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Sendo: o (umidade em %); m; (massa inicial da amostra em g); m; (massa final da amostra em
9); S (% de matéria sollvel em solvente).

(2)

RESULTADOS E DISCUSSAO
O primeiro teste (Figura 1) mostrou que a enzima imobilizada foi menos ativa (23% de
rendimento em éster/ 25h) que a enzima livre (100%/20 h).
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Figura 1 — Esterificagdo entre acido oleico e etanol empregando Enzima Livre (EL) e
Enzima Imobilizada (EB) como catalisadores. CondigGes: Razdo molar acido:alcool (1:3);
200 rpm; 10 U de enzima (correspondente a 50 mg de enzima liofilizada); 37°C.

A técnica empregada para a imobilizacdo é definida como entrelacamento em polimero
ou matriz, neste caso, as enzimas sao aprisionadas entre as malhas de um polimero geleiforme.
A eficiéncia do entrelacamento, a permeabilidade do gel e sua resisténcia mecanica dependerao
da composicdo dos reagentes e da natureza do mondmero utilizado®. Possivelmente, o
entrelagamento acarretou em limitagdes difusionais intensas, o que pode ter dificultado o acesso
dos substratos até a enzima, diminuindo sua eficiéncia catalitica. Nas proximas imobilizacOes,
sera testado o método de adsorcao da enzima sobre o filme, que nao apresenta este tipo de
inconveniente. Outro fator que pode ter contribuido para a perda de atividade enzimatica, foi o
tempo de secagem do filme em estufa (30°C, 12h), que pode ter provocado a desnaturacao da
enzima.

Com relacdo a umidade e solubilidade (tabela 1), os testes indicaram que o filme
contendo a enzima apresentou 20% de umidade e foi mais sollivel em etanol quando
comparado ao r+-heptano.
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Valores de umidade em média de 15%, foram encontrados por Turbiani (2011), na
confeccdo dos biofilmes de sericina/DMU*. O acréscimo de 5% na umidade do filme contendo a
enzima pode estar relacionado ao fato de que como a proteina contém grupos hidroxilas, a
incorporacao de moléculas de dgua pode aumentar.

Tabela 2 — Solubilidade do Biofilme contendo a lipase de Burkholderia cepacia LTEB11.

Solvente Solubilidade %
Etanol 11,84 + 3,46
n-heptano 3,54 + 1,17

Testes realizados em triplicata.

Em relacao a maior solubilidade do biofilme em etanol, por ser tratar de um solvente
hidrofilico, duas consideracdes devem ser feitas: a) o etanol pode estar contribuindo para a
remocao de agua do filme, b) lipases bem como enzimas em geral contém grupos hidrofilicos
em sua estrutura, o que pode estar contribuindo para maior interacdo proteina/solvente

CONCLUSOES
Foi possivel imobilizar a enzima de Burkholderia cepacia LTEB 11 em biofilmes de
sericina. Entretanto, os resultados mostraram que a eficiéncia catalitica foi inferior quando
comparado a enzima livre. Outra técnica de imobilizagao (adsor¢do) esta sendo testada para
verificar se é possivel aumentar a eficiéncia catalitica da enzima quando comparada a técnica de
imobilizagao utilizada (matriz).
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