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RESUMO

Lipases produzidas a partir do Penicillium citrinum no Meio de Extrato de
Levedura (MEL) e no Meio de Sulfato de Amonio (MSA), mantiveram
temperatura 6tima de 37 °C e pH entre 8,0 - 8,5, sendo que seus pH's no
maximo de producdo da atividade lipolitica extracelular ficou em torno de
2.2 - 3,0 (meio MSA), e 6,5 - 7,8 (meio MEL). Observou-se que ao
manter-se a lipase no extrato parcialmente purificado a 6°C, ndo ocorreu
alteracées na sua atividade lipolitica apds 60 dias armazenada. Através
de uma hidrazinélise, transformou-se o polietilenotereftalato (dacron) da
forma em filme para po, obtendo-se dacron-hidrazida magnetizado com
sucesso a partir de reagbGes entre os ions férricos e ferrosos em pH
alcalino. Lipases do Penicillium citrinum produzidas no meio MSA foram
fixadas a esse suporte, dacron-hidrazida magnetizado.

Os resultados mostraram que 19 mg do Extrato Parciaimente Purificado
(EPP) foram imobilizados por grama de suporte ap6s 3 horas de
incubacéo, mostrando uma atividade especifica em torno de 73% da
enzima soluvel. A enzima imobilizada também manteve sua temperatura
otima em 37°C e pH em tomo de 8,5. Entretanto mostrou-se mais
termoestavel do que a enzima sollvel, permanecendo com 60 % de sua
atividade enzimética apds incubada por 1 hora & 50°C. Usando
p-nitrofenilpaimitato (pNPP) como substrato (37 °C, pH 7,2), a enzima
soluvel e imobilizada apresentou uma cinética segundo
Michaelis-Menten. A lipase solavel mostrou um Km aparente de 235 uM e
Vmax 0,99 Ul/mg de proteina, enguanto a lipase imobilizada mostrou um
Km de 281 pM e Vmax 0,56 Ul/mg de proteina.

Apos extragdo com acetona, o “pitch”, liquido viscoso e marrom, presente
no rejeito, ficou em tomo de 9%. Todos os ensaios com polpas
apresentaram acidos graxos. Entretanto, quando adicionou-se lipase,
houve um aumento significativo dos acidos graxos totais, indicando um
valor de acidos totais de 0,357 ug de acidos graxos livres pela hidrolise
enzimatica. Espectros de infravermelho dos extrativos hidrofilicos e
lipofilicos presentes no “pitch”, indicaram que lavagens preliminares das
polpas, sob agitacéo, principaimente com agua, liberam substancias que
poderiam se acumular nos equipamentos. Como também, que n&o ha
diferencas significativas na eliminacédo dos acidos graxos livres quando
as polpas sdo lavadas com concentragbes diferenciadas de NaOH.
Resultados obtidos apartir dos dados GC-MS indicam que a maioria dos

compostos presentes no “pitch” em estudo sdo hidrocarbonetos de
cadeias longas e acidos monosaturados.
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ABSTRACT

Lipases produced from Penicillium citrinum in the Yeast Extract Medium
MEL and Ammonium Sulfate Medium MSA have mantained an optimum
temperature of 30 °C and pH between 8 0 - 8,5. Their pH's were around
2.2 - 3,0 ( MSA medium ), and 8,5 - 7,8 ( MEL medium ) in the maximum
production of extracellular lipolytic activity. It was observed that,
mantaining the lipase in the extract partially purified at 8 °C, no alterations
happened in its lipolytic activity after 60 days of storage.
Polyethileneterephtalate (  dacron )y was transformed through
hydrazinolysis, from its film its form into powder. Dacron - Hydrazide
magnetized was obtained successfully from reactions between ferric and
ferrous ions in alcaline pH. The Penicillium citrinum lipases produced in
MSA medium were fixed to this support, dacron - hydrazide magnetized.

The results shown that 19 mg semipurified extract (EPP) were
immobilized per gramme of the support after 3 - hour incubation, showing
a specific activity around 73 % of the soluble enzyme. The immobilized
enzyme also mantained its optimum temperature at 37 °C and optimum
pH at 8,5. However, it showed itself more thermostable than the solubie
enzyme, keeping 60 % of its enzymatic activity after being incubed for 1
hour at 50 °C. Using p-nitrophenylpalmitate (pNPP) as substrate ( 37 °C,
pH 7,2 ), the soluble and immobilized enzyme showed a
Michaelis - Menten behaviour. The soluble lipase showed an apparent Km
of 235 uM and Vmax 0,991 IU/mg of protein, while the immobilized lipase
showed a Km of 281 uM and Vmax 0,56 1U/mg of protein.

After extraction with acetone, the “pitch”, a viscous and brown liquid,
present in the reject, was around 9 %. All tests with pulps showed free
fatty acids. However, when lipase added, there was a significant increase
of total fatty acids, indicating a value of 0,357 uM of free fatty acids
through enzymatic hydrolysis. Infrared spectrum from hidrophilic and
lipophilic extractives present in the “pitch”, have indicated that preliminary
pulp washes, under agitation, liberate substances which could accumulate
in the equipments. Also, there are no significant differences in the
elimination of free fatty acids, when the pulps are washed with different
concentrations of NaOH. Results obtained from the GC data have
indicated that the majority of the compounds present in the “pitch” in
study, are hydrocarbons of long chains and monosaturated acids.
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Produco de Lipases e Sua Aplicac@o na Eliminacéo de Resinas em Lignoceluldsicos

1. INTRODUGAO

1.1. CONSIDERAGCOES GERAIS (IPT, 1988; Fengel e Wegener,
1984; Sidaway, 1988; Bamber, 1985; Barreto e col., 1983)

No geral, as fibras utilizadas para a fabricacdo de pastas celuiosicas €
papel ( TABELA 1) provém principaimente do tronco das arvores ( parte
lenhosa ), das folhas e dos frutos, podendo ser usadas isoladamente ou
em conjunto com as de origem vegetal, mineral, animal e sintética.

Embora as fibras de vegetais ndo lenhosos constituam somente 5% do
total das fibras usadas para a fabricacdo do papel, estas representam
uma das maiores fontes atuais e potenciais de fibras para muitos paises
em desenvolvimento e industrializados, destacando-se as fibras de
bambu, bagaco de cana, juta, sisal, palhas de cereais ( trigo, aveia,
centeio, cevada, arroz e milho ) e tronco da bananeira.

As madeiras podem ser classificadas em dois grandes grupos: madeiras
duras ( hardwood ) e madeiras moles ( softwood ). As madeiras duras
s&o provenientes de arvores do grupo das folhosas { Angiospermae ) e,
as moles, arvores do tipo das coniferas ( Gymnospermae ). O teor, a
proporgéo e as vezes a composicéo quimica dos diferentes componentes
da madeira, variam segundo a espécie vegetal, idade, local e do tipo de
amostragem ( TABELAII').



Producéo de Lipases € Sua Aplicacéo na Eliminagao de Resinas em Lignocelulosicos

TABELA | - Classificacéo das Fibras ( IPT, 1988 )

'FIBRA QUANTO A ORIGEM EXEMPLOS
VEGETAL:
« FIBRAS DO FRUTO Algodéao

o FIBRAS DO CAULE

Fibras de Madeira:
=> Coniferas

— Folhosas

Fibras Liberianas ou
Floematicas

Feixes Vasculares de
Monocotileddneas

Pinus, Cedro, Cipreste
Eucalyptus, Bétula e

Nogueira

Linho, Juta

Palha de cereais,

Bambu, Bagaco de cana

« FIBRAS DA FOLHA Sisal
ANIMAL La e Seda
SINTETICA Celulose regenerada,

Poliéster e Poliamida




Produgao de Lipases € Sua Aplicacdo na Eliminacg8o de Resinas em Lignocelulosicos

TABELA I - Composig&o das Coniferas e Folhosas ( IPT, 1988 )

- COMPONENTES CONIFERAS (%) FOLHOSAS (%)
CELULOSE 40 - 45 40 - 45
HEMICELULOSE 20 - 30 20 - 40
%jQN!NA | 25-35 15-25
EXTRATIVOS 2-10 1-5
MINERAIS 0,1-1,0 0,1-1.0
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A observacao de suas caracteristicas macroscopicas ndo sé indicam
diferencas entre softwoods e hardwoods, condigbes de crescimento €
propriedades fisicas, como também diferencas dentro de uma mesma
espécie ou de uma mesma amostragem. Ou seja, como o tecido da
madeira foi construido levando em consideracdc as necessidades
naturais da arvore e, como as células dispostas nesse tecido podem ser
classificadas. No geral, as células da madeira sdo responsaveis pela
condugdo de agua, suporte mecanico e armazenamento de alimentos
( FIGURA 1 ). Seus arranjos podem ser reconhecidos em relacdo aos
trés principais planos que caracterizam a madeira: plano transversal,
plano tangencial e plano radial { FIGURA 2).

Os elementos condutores de agua, vasos, sdo compostos por ceélulas
individuais interligadas umas as outras pelas extremidades ( Elementos
de Vasos ), e sobrepostas umas sobre as outras. Na superficie de

algumas madeiras, 0s vasos sao claramente visiveis a olho nu como
pequenos buracos ou POROS.

As células responsaveis pelo suporte mecanico da arvore sdo as fibras.
As fibras sé&o células que nac possuem aberturas ou poros, $&0

axialmente alongadas, com pequenos didmetros que fecham-se nas
extremidades, tornando-se pontiagudas.

As células parenquimaticas ( FIGURA 1 ) sdo células curtas e compactas
com extremidades grossas. S8o agrupadas horizontalmente na direcdo
radial e estéo relacionadas com o armazenamento e a distribuicdo dos
carbohidratos. Estéo localizadas no plano transversal, sendo o nimero de

células parenquimaticas nas madeiras duras maior do que nas madeiras
moles.
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il Sl Tl R

FIGURA 1 - Tipos de Células ( Esau, 1974 )
A - C - elementos de vaso amplo; D - F - elementos de vaso estreito;
G - traqueideo; H - fibrotraqueideo; | - fibra libriforme; J - celula

parenquimatica do raio; K - feixe parenquimatico axial.
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FIGURA 2 - Planos de Orientacéo da Madeira ( IPT, 1988)

X - Plano Transversal
R - Plano Radial

T - Plano Tangencial
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11.41. SUBSTANCIAS MACROMOLECULARES ( Fengel e Wegener
1984; Hoga, 1988, Esau, 1965 )

Os materiais lignoceluldsicos sdo compostos basicamente por celulose,
hemicelulose, lignina ( que estdo presentes em todos os tipos de
madeira } e peguenas quantidades de extrativos e sais minerais ( gue
podem ou nao estar presentes dependendo do tipo de madeira ),
apresentando-se como um material compiexo.

I. Celulose

£ um polimero linear formado exclusivamente por cadeias de moléculas
de glicose unidas através de ligagGes B - 1,4 - glicosidicas, ou seja, €
constituido por um Unico tipo de agucar. Estas cadeias s&o agrupadas em
feixes, formando micelas ( FIGURA 3 ). A celulose contida na parede
celular apresenta regides cristalinas e amorfas que dependem do acesso
de molécuias de agua aos grupos hidroxilicos da celulose. Por suas
propriedades fisicas e quimicas, assim como por sua estrutura, pode ser

considerada como o principal componente estrutural da parede celular
das fibras.

Il. Hemicelulose

E um polimero ramificado ndo celuldsico de baixo peso molecular quando
comparado a celulose. Seus principais constituintes s&o os acucares
glicose, manose, galactose ( hexose ), xilose e arabinose ( pentose ),
podendo também apresentar quantidades de acidos urénicos e desoxi-
hexoses em alguns tipos de madeira.
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iil. Lignina

A lignina é uma macromoiécula de composicao quimica complexa, que
confere firmeza e rigidez ao conjunto de fibras da celulose. Na parede
celular, a lignina estd associada & hemicelulose através de interacoes
fisicas e ligacdes covalentes formando uma matriz ou complexo
polissacarideo-lignina. Junto com a celulose, contribui com a maior
proporgdo pela variabilidade das propriedades da madeira.

Parede primaria

\ a
- &;?M"" Parade secundiria
CHNE  com 3 camadas i
7 H \\‘\ H HG 5 0

“H

- ) 3¢ 4 5l 8 CH,OH
5 S’%: 0
i

CH;:OHG 5 .

Macrofibrilas

FIGURA 3 - Estrutura da Parede Celular ( Esau, 1965 )
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1.1.2. SUBSTANCIAS DE BAIXO PESC MOLECULAR ( Fengel e

Wegener, 1984; IPT, 1988; Kantelinem e col., 1995; Fischer e Messner, 1992a;
1992b; Fischer e col.,, 1993 ).

Os constituintes menores incluem compostos orgéanicos de diversas
funcées quimicas e, em menor quantidade, de compostos inorganicos.
Uma parte dessas substancias séo denominadas de resinas, um termo
que néo caracteriza certos compostos quimicos mas uma condigao fisica.
A resina se caracteriza por ser uma mistura de diferentes compostos que
mutuamente inibem a cristalizacdo. Numa definicdo rigorosa, extrativos
sdo compostos que sdo soluveis em solventes organicos. Entretanto,
carbohidratos e compostos inorganicos sollveis em agua também podem
pertencer a classe de substancias extraiveis. Os terpenos, flavonoides e
outros aromaticos, podem ser classificados como resina.

Esses constituintes ndo residem na parede celular, dividindo-se
basicamente em duas classes: 0s exirativos , extraiveis com agua e

solventes orgénicos, e os ndo extrativos , compostos inorgénicos,
proteinas e substancias pecticas.

1. Extrativos

Mesmo representando uma pequena fracdo da madeira, os extrativos
apresentam uma grande variedade de compostos quimicos. O isolamento
desses extrativos pode ser feito por extracdo com diferentes solventes
{ais como éter, acetona, benzeno, diclorometano, etanol, etc. Os acidos
graxos, acidos resinosos, graxas, taninos e corantes, sdo as substancias
extraiveis mais importantes pelos solventes. O indice e a composicéo
desses extrativos variam entre espécies de madeira, localizacdo
geografica e com as estagdes do ano. Algumas madeiras contém

substancias extraiveis toxicas para bactérias, fungos e cupins. Qutras,
d&o cor e odor as madeiras.
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Os extrativos podem ser dividos em varias classes de compostos,
dependendo das suas caracteristicas estruturais. Terpenos, ligninas,
flavonoides, gorduras, ceras, &cidos graxos, alcoois, esterbides e
hidrocarbonetos, entre outros, podem estar presentes nesses exirativos
(FIGURAS 4¢5).

Os principais componentes da madeira sollveis em agua séo o0s
carbohidratos, proteinas e sais inorgénicos. As técnicas convencionais
para isolamento, determinagdo e identificacdo desses extrativos séo
cristalizacao, destilagdo  fracionada, saponificacéo, métodos
espectoscopicos ( UV, IR ) e métodos cromatograficos. Métodos mais
modernos como Cromatografia Liquida de Alta Performance ( HPLC ),
Ressonancia Magnética Nuclear ( RMN ) e Cromatografia Gasosa com
detector de Massa ( CG-MS ), estdo cada vez mais se tornando
necessarios para separacao e identificacdo desses extrativos.

Grandes quantidades de extrativos sdo encontrados em certas madeiras
tropicais e subtropicais. Os extrativos estdo concentrados principaimente
nas células parenguimaticas, embora possam ser enconirados nas
fibras.O indice e a composicdo dos extrativos variam dependendo da
espécie da madeira, idade da planta e localizagdo geografica.

lI. Nao-Extrativos

Os ndo-extrativos dividem-se em compostos inorganicos € substancias
pécticas.

Os compostos inorgénicos encontrados na madeira s&o sulfatos, fosfatos,
oxalatos, carbonatos e silicatos de caicio, potassio e magnésio. A maioria
estdo combinadas com substéncias orgénicas, que por exercerem

funcoes fisiologicas, exercem um papel importante no metabolismo da
planta.

10
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As substancias pécticas s&o polimeros de &acido galacturbnico néo
extraiveis em solventes orgéanicos neutros.

1.1.3. PROBLEMAS CAUSADOS POR RESINAS ( “PITCH” )

As resinas, gue normalmente sdo uma mistura de &cidos resincsos,
acidos graxos livres e combinados, compostos insaponificaveis e
componentes apolares, quando dispersas em agua tendem a causar
problemas de “pitch” ( Vide item 1.4 ).

O “pitch” pode se acumular em partes criticas dos equipamentos da
indistria papeleira, causandc manchas e buracos na folha, o que
prejudica seriamente a qualidade do papel, como também pode agravar
problemas ambientais causados pelos efluentes liberados pela industria
papeleira.

Isolar, identificar e tentar compreender a formacéo desses compostos
presentes no “pitch”, assim como buscar métodos biotecnoldgicos

( enzimaticos ) que minimizem os problemas causados pelo mesmo,
justificam a elaborac&o do presente trabalho.

11
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NOME NUMERO DE 5C-UNIDADES ESTRUTURA

Isoprenc 1x3C |
(unidade basica)
N
Monoterpenos 2x5C 4§
|

Sesquiterpenos 3Ixs5C

Dterpenos 4x5C

Triterpenos

FIGURA 4 - Estruturas Basicas de Alguns Terpeno

( — indica a repetico da unidade do isopreno
( Fengel e Wegener, 1984 )
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ALCOOIS

GRAXA

CERAS

C, 0H A 1OH Ficosanol (Alcool Araquidico)

C5,Hys0H  Decosanol {Alcool Beenico)
C,Hy OH  Tetracosanol (Acido Lignocérico)

H,C-0-CO-R, H,C-0-CO-R
HC-0-CO-R, HC-OH
H,C-0-CO-R, H C-OH

CH3-(CHa)yO-CO-(CHy)yr CHy

ACIDOS GRAXOS

COOH
P e W e "

acido hexadecandico (paimitico)

acido 3-metil hexadecandico

COOH
PA Ve e U a Ve Ve Ve v

acido octadecandico (estearico)

acido octadecenoico (oleico)

acido octadecadienoico (linoleico)

acido octadecatriendico (linolénico)

acido eicosatriénico

FIGURA 5 - Estruturas de Alguns Compostos Presentes nos Extrativos

( Fengel e Wegener, 1984 )
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1.2. ENZIMAS

Os maiores eventos bioguimicos ocorrem em organismos governados por
enzimas ( Faber, 1992 ), com todos os processos quimicos requerendo
energia obtida a partir de reacdes quimicas realizadas dentro da célula.
Enzimas sa@o proteinas complexas, produzidas por células vivas que
comandam reacbes quimicas nos processos metabdlicos. Uma vez
sintetizada por alguma célula, a enzima podera atuar independentemente,
se condigbes ideais forem mantidas ( Santiago, 1993 ). Como a maioria
s&o altamente seletivas frente a quiralidade de um substrato, elas atuam
sobre um numero limitado de compostos, podendo néo ter efeito nenhum
sobre outros.

Reacdes catalisadas por enzimas ocorrem sob condigbes brandas,
geralmente a temperatura ambiente, pressdo atmosférica ( 1 atm ),
proximas a pH neutros e sdo processadas no sitio ativo da enzima
( Dugas, 1989 ). A conformacdo e a composigao desse sitio, determinam
a especificidade da catalise enzimatica ( Rawn, 1989 ).

As reacbes enzimaticas obedecem os mesmos principios de qualquer
reagdo guimica, ou seja, os substratos ( reagentes ) devem colidir, a
colisdo molecular deve ocorrer com uma orientacdo correta e 0s
substratos devem ter suficientemente energia ( energia de ativacio )
( Rawn, 1989; Voet e Voet, 1995 ). A enzima baixa a energia de ativacéo,
devido a formagédo do complexo enzima-substrato que é mais estavel do
gue ambos isoladamente. Essa estabilidade é devida as forcas de Van
der Waals, ligacdes de hidrogénio e interagbes idnicas que ocorrem
entre a enzima e o substrato ( Voet e Voet, 1995 ).

Muitas enzimas podem catalisar transformacbes com alta regio e
quimioseletividade sob condicdes moderadas de reagéo ( Patel e col,,
1995 ). Essa poderosa combinacéo € amplamente usada em sinteses

14
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orgénicas, sendo especialmente importante na modificagcao de drogas
quirais. Uma de suas principais caracteristicas € a habilidade para
discriminar entre enantibmeros de substratos racémicos. QOutra grande
vantagem das enzimas com alta seletividade enantiomérica é a sua
capacidade de produzir os dois enantidmeros de uma droga quiral. Essa
caracteristica & de extrema importédncia durante os estagios iniciais de
um farmaco, quando ambos enantibmeros s&0 necessarios para testes
comparativos. O enantidbmero indesejado podera ser racemizado,
invertido ou outras sinteses assimeétricas poderdo ser abordadas.

Contudo, uma das formas de se aumentar o rendimento de compostos
opticamente puros € o uso de substratos pro-quirais por catalise
enzimatica ( Eblike e Achiwa, 1994 ). Dessa forma substratos aquirais
poderdo ser totalmente convertidos em substratos quirais desejados.

Caso a enantioseletividade de uma enzima seja insuficiente para que
ocorra um processo sintético, pode-se aumenta-la com o uso de técnicas
como a introducdo de aditivos ( Triton x-100 ou Dextrometorfano ),
alterar as condicbes de reagdo ( solventes, temperatura, pH, etc. ) ou
mudar o substrato pela introduc&o de grupos que podem ser faciimente

removidos ou substituidos apés a sintese ( Colton e col., 1995; Hansen e
col., 1995).

A técnica enzimatica torna possivel a preparacéo de antibiéticos sem uso
de grupos protetores caros, assim como substituir por uma unica etapa,
varias etapas de protecdo e desprotecio pelo método quimico.

Mesmo naoc sendo economicamente favoraveis, muitas reacdes
enzimaticas foram desenvolvidas com sucesso para processos industriais
( Bezborodov, 1995 ), porque podem atuar em baixas concentracoes,
altas velocidades de reacao ( 10° - 106) ( Okahata e col., 1995 ), ndo séo
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toxicas e produzem residuos (biomassa) biodegradaveis, que nao
causam problemas ambientais { Margolin, 1983 ).

As enzimas de aplicacdo industrial sdo obtidas de vegetais, animais e
microrganismos. As enzimas provenientes de vegetais requerem o cultivo
de um numero grande de plantas para uma pequena producdo. As de
origem animal sdo produzidas a partir de subprodutos de industrias
carneas, que em virtude das condicbes desses subprodutos, possui
suprimento limitado. As enzimas microbianas sdo produzidas através da

fermentacado de microrganismos em grande escala, o que as tornam mais
viaveis a nivel industrial ( Santiago, 1993 ).

O uso de enzimas na tecnologia da producao de celulose e papel era
insignificante até o final da década de 80. A partir de entdo, varias
utilizacbes comecaram a ser sugeridas na literatura especializada, em
geral, voltadas para minimizacao dos impactos ambientais (Duréan e col.,
1995). As enzimas mais utilizadas nas industrias papeleiras s&o as
celulases, ligninases e lipases, pois conduzem a uma consideravel
melhoria na produtividade, qualidade do papel final € nas técnicas usadas
para tratamentos de efluentes ( Bjorkling e col., 1991; Ratto e col., 1993).

1.2.1. LIPASES

As lipases ( glicerol ester hidrolases E.C.3.1.1.3 )} sdo produzidas por
microrganismos procedentes do solo e residuos oleosos ( Sztajer e
Maliszewska, 1988 ). Embora produzidas por células animais, vegetais e
por varios microrganismos, os fungos tém sido a principal fonte de
lipases. Entre 0s géneros produtores de lipase encontram-se os fungos
filamentosos ( Aspergillus, Curvulana, Rhizopus, Pycnoporus, etc ), as
leveduras ( Candida, Bretlanomyces, Kloeckera, Saccharomycodes,
Saccharomycopsis, etc.) e as bactérias ( Bacillus, Pseudomonas,
Streptomyces, Nocardia, Xanthomonas, etc.) ( Rapp e Backhauss, 1992 ).

16
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As lipases produzidas por microrganismos sdo excretadas como enzimas
extracelulares. Quanto a especificidade, podem ser classificadas em
lipases ndo especificas ( hidrolisam completamente os triglicerideos em
acidos graxos livres e glicerol ); lipases 1,3 - especificas ( hidrolisam 0s
acidos graxos ligados ao C1 e C3 do glicerol, produzindo acidos graxos €
2-monoglicerideos ); e lipases acido graxo especificas ( hidrolisam
ésteres com Aacidos graxos de cadeia insaturada com dupla ligagc&o no
C-9 ) ( Santaniello e col, 1993 ). A maioria das lipases de fungos
filamentosos s&o 1,3 - especificas, e muito usadas comerciaimente
porque se adaptam muito bem & solventes organicos parcialmente
anidros sem requererem cofatores ( Vulfson, 1993 ).

As lipases microbianas geralmente s&o proteinas acidicas, apresentando
de 2 a 15 % de residuos carbohidratos. Esses residuos podem ser D-
manose, D-galactose, D-xilose ou D-arabinose (Macrae, 1983).

Devido a grande diversidade das propriedades moleculares das lipases
microbianas ( que dependem da fonte da enzima ), elas sdo capazes de
atuar seletivamente sobre seus substratos, tendo inclusive como
substratos naturais, os frigliceridecs que sdo insolliveis em agua. As
lipases catalisam rapidamente a hidrolise das ligacbes acil éster dos
acidos graxos dos ftriglicerideos, liberando acidos graxos livres,
glicerideos parciais e glicerol entre a fase orgénica ( onde se encontra o
substrato ) e a fase aquosa ( onde a enzima € soluvel ) ( Macrae, 1983 ).

A FIGURA 6 mostra que a reacdo de hidrolise & reversivel, ou seja, além
da hidrdlise, as lipases catalisam reacbes de sintese e transesterificacao
de ligacdes de éster de glicerideos e fosfoglicerideos ( Macrae, 1983 ),
bem como a sintese e hidrolise de uma variedade de ligagdes éster ndo
gliceridicas ( Kalaratis e col., 1990).
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Essa diversidade também confere as lipases uma notdvel habilidade em
assumir uma variedade de conformacdes para se acomodar acs
substratos ( Arroyo e Sinisterra, 1994 ), ndo exigindo cofatores para sua
atividade catalitica ( Santaniello e col., 1993 ), e serem estaveis em
solventes organicos e a temperaturas relativamente altas. Todas essas
propriedades as tornam atrativas para 0s quimicos organicos,
especialmente em sinteses de compostos quirais e resolugéo de misturas
racémicas ( Stamatis e col., 1993 ).

Triglicerideo

L1

Diglicerideo + Acido Graxo Livre

P

Monoglicerideo + Acido Graxo Livre

L1

Glicerol + Acido Graxo Livre

FIGURA 6 - ReacOes Catalisadas pelas Lipases
{ Macrae, 1983 )
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Industriaimente elas podem modificar éleos e gorduras, melhorar aroma,
cor, sabor e/ou estrutura de muitos tipos de alimentos, na produgdo de
detergentes, cosmeéticos e produtos farmacéuticos ( Macrae, 1983 ). Em
processos industriais, as lipases de Rhizopus delemar podem degradar
poliésteres visando a aplicagdo na biodegradacéo de residuos plasticos
( Walter e col., 1995 ), Rhizopus javanicus e Mucor miehei para remogéo
de acidos graxos indesejaveis de Oleos vegetais ( Hartmeier e col.,1995 )
e Pseudomonas fluorescens para aplicacdo de lipases na hidrélise de
oleo de sardinha ( Kosugi e col., 1995 ), entre outros. Lipases de fungos
filamentosos, cuja maioria sédo 1,3 - especificas, séo utilizadas
principaimente nos processos de sintese de triglicerideos, tratamentos de
efluentes e nas industrias de papel, detergente e farmacéuticas.

1.2.1.1. Esterificacao, Transesterificacido e Acilagio

Lipases s&@o as enzimas mais freqlentemente usadas em sintese
organica, devido a sua estabilidade, disponibilidade comercial ( com um

certo grau de pureza ) e por aceitarem uma variedade de substratos ( Van
der Deen e col., 1994 }.

A obtencdo de didis enantiomericamente puros s3c de consideravel
interesse, porque podem ser usados como auxiliares quirais em sintese
assimétrica ( Weidner e c¢ol.,1994 ), na sintese de macromoléculas
opticamente puras e, na sintese de catalisadores organometalicos,
podendo ser produzidos através de reacgbes de esterificacdo ( Bisht e

col., 1993 ) e transesterificacdo ( Weidner e col., 1994; Baldessari e col.,
1994 ).
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1.2.1.2. Esterificacao ( Bishte col., 1993}

O Butano-2,3,-diol foi convertido em ( 2R,3R ) - diacetato 5§ com 91% de
rendimento e > 98% ee, através de uma esterificacdo com acetato de

vinila catalisada por lipase de Psewdomonas fiuorescens { FIGURA 7).

1.2.1.3 Transesterificacdo e Acilagdo ( Weidner e col., 1994 )

A resolucdo cinética do diol (1RS, 2SR) - 1 foi realizada através de uma
transesterificacdo catalisada por lipase com acetato de vinila em solvente
organico, na presenca de lipase Pseudomonas cepacia ( PS ). A
resolucédo se processou numa sequéncia envolvendo duas acilagdes. Na
primeira etapa ( 1RS, 2SR ) - 1 é convertido regioseletivamente no
monoacetato primario ( 1RS, 2SR ) - 2, como intermediario. A partir do
monoacetato ocorre uma enantioselecdo efetiva para gerar o
monoacetato ( 1S, 2R ) - 2 e o diacetato ( 1R, 25 ) - 3 ( FIGURA 8 ).
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FIGURA 7 - Esterificacdo enantioseletiva do butano-2,3-diol

catalisada por Lipase Pseudomonas fluorescens.
( Bishte col., 1993)
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acetato
de vintila
{1RS.25R)-1 lipase PS \ OAc
solvente <
HO
(IRS.2SR)-2
Q/OAC + QO Ac
HO ’ AcO
(1S,2R)-2 (1R,25)-3

FIGURA 8 - Sintese para Obtencdo do (1R, 25 )-3
a partir do Diol ( 1RS, 25R ) -1
{ Weidner e col., 1994)

1.2.2. FARMACOS

Apesar dos fatos, até recentemente, a maioria das drogas sinteticas
quirais ( farmacos )} eram comercializadas como racematos por razées
econdmicas ( Quax e Brockhuizen, 1984 ). Em 1982, farmacos racémicos
eram produzidos numa razdo de 7:1 em relacdo aos farmacos
otpicamente puros, proporcdo que ndo se alterou até 1985. Na realidade,

existem mais de 500 drogas comercializadas como racematos, com
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pouquissimas informacdes sobre a atividade biologica dos enantidmeros
individualmente ( Margolin, 1993 ).

A atividade bioldgica, toxicidade, liberacdo da droga e metabolismo
podem ser drasticamente diferentes para enantiémeros de uma mesma
droga quiral. O (S)-isbmero do Naproxeno € usado como antiinflamatorio.
enquanto o (R)-isdbmero produz desordens gastro-intestinais ( Quax e
Brockhuizen, 1994 ). Na Talidomida, o (S)-enantidmero provoca
deformacao fetal, enquanto 0 (R)-enantimero possui propriedades
sedativas ( Stinson, 1994; Robin e col., 1995 ). Isso ocorre devido a
existéncia de um ou mais centros assimétricos nos compostos
biologicamente ativos, quando a atividade especifica desses compostos
esta relacionada apenas a um dos enantidmeros. Por isso & de
fundamental importancia que se controle a formacdo de centros
assimétricos durante a sintese de moléculas biologicamente ativas, ou
separar 0s enantibmeros dos compostos racémicos formados.

Atualmente, esta situacdo estd se modificando devido aos recentes
avangos nas sinteses quimicas assimétricas, na intensificacio de
pesquisas para obtencéo de Synthons ( Van der Deen e col., 1994
Hansen e col., 1995 ) e na formac&o de compostos enantiomericamente
puros através dos meétodos biocataliticos ( Nicolosi e col., 1995 ). As
lipases tém sido rotineiramente usadas para resolugdo de misturas
racémicas de drogas e agroquimicos, através da hidrolise enantioseletiva
de ésteres racémicos, assim como na acilacdo regioseletiva de grupos
hidroxilas primario e secundario ( Lovey e col., 1994; Ferraboschi e col.,
1994; Ferraboschi e col., 1995; Hof e Kelog, 1994 ). Essa acilacao é de
fundamental importancia por ocorrerem misturas de ésteres primarios e
secundarios pelos métodos convencionais ( Nair e Anilkumar, 1994 ).
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1.2.2.1. Sintese de Triglicerideos Homogéneos a Partir dos Acidos

Eicosapentaenoico e Docosahexaenoico ( Haraldsson e col., 1995 )

Atualmente, industrias farmacéuticas estdo interessadas nos 6dleos de
peixe ( anchova, arenque, sardinha de aguas frias ) e outras espécies
marinhas, devido aocs efeitos fisioldgicos e terapéuticos { atuam no
sistemas cardiaco, circulatéric e imunolégico e nos processos
inflamatorios e carcinogénicos ) encontrados nos acidos graxos de cadeia
longa, poliinsaturados do tipo ©-3, como os &cidos cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaenoico (EPA) e cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoico
(DHA), presentes nesses 0leos. A maior parte da produgdo mundial dos
acidos EPA e DHA sé&o hidrogenados para producdo de margarinas e
outros produtos, destruindo praticamente suas propriedades terapéuticas.
Por isso & de interesse industrial obter triglicerideos homogéneos a partir
desses acidos, ja que os triglicerideos sdo encontrados nos alimentos e
no organismo humano. Processos de esterificacdo pelos métodos
quimicos para a preparacdo de triglicerideos ndo séo viaveis, porgue
todas as ligagdes cis -3 seriam parcialmente destruidas por oxidagéo,
isomerizac&o ou migracao de ligacdes duplas. Assim, sintese assimétrica
catalisada por lipases foram empregadas para a producdo de
triglicerideos a partir desses acidos com um alto grau de pureza. Dois
métodos foram empregados: reacOes de esterificaco direta usando 99%
dos acidos graxos livres EPA e DHA e glicerol com 100% de rendimento
apdés 72 horas e, interisterificacéo de ftributirina com etil éster com
rendimento 97% de rendimento apds 96 horas de reacéo ( FIGURA 9 ).

Esses rendimentos foram para ambos os acidos EPA e DHA.
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1.2.2.3. Sintese do «- Naftii Trifluérmetil Carbinol { Gaspar e
Guerrero, 1995 )

Nos ultimos anos estdo sendo usados compostos fluorados como
intermediarios nas sinteses de moléculas bioativas, devido as
propriedades fisicas e bioldgicas relacionadas principalmente ao fluor.
Sintese enantioseletiva de ambos enantidmeros de « - Naftil Trifluormetil
Carbinol (R)-1a, (S)-1a, foi produzida com sucesso por acilacédo dos seus
correspondentes alcoois racémicos (RS)-1a, com acetato de vinila na
presenca de lipase Pseudomonas cepacia (PS). Numa primeira etapa a
lipase produz somente o alcool (R)-1a, e o acetato quiral (S)-3a. Esse
acetato posteriormente é hidrolisado quimicamente para o alcool (S)-1a

com um bom rendimento e alta enantioseletividade ( FIGURA 10 ).
1.2.2.4. Sintese do Cilazapril ( Stinson, 1994 )

A lipase Pseudomonas cepacia foi usada na sintese do Cilazapril, um
reguiador de pressdo sanguinea, através de uma hidrolise de ésteres
estereoseletiva. As lipases atuam na resolucdo do «<-hidroxi y-fenilbutirato

pois estas hidrolisam o (S)-enantidmero preferencialmente, deixando
o (R)-enantidbmero intacto ( FIGURA 11).

1.2.2.5. Resolucdo Catalisada por Lipase de Hidantoinas 5,5-
Dissubstituida ( Mizuguchi e col., 1994 )

Os derivados da hidantoina possuem varias atividades biolégicas, sendo
muito usados na medicina e agricultura. Por possuirem um centro
estereogénico na posicdo 5, sdo comercializados como racematos.
Hidantoinas 5,5-dissubstituidas, quirais, n&oc racémicas, foram
sintetizadas por hidrélise enantioseletiva catalizada por lipases de
Pseudomonas sp, a partir do derivado 1 em agua/diisopropil éter (IPE),

contendo 20% de acetona a temperatura ambiente. Essas lipases
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mostraram uma alta enantioseletividade, hidrolisando o (R)-enantiomero

mais rapidamente do que o (S)-enantidmero ( FIGURA 12 ).
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FIGURA 9 - Sintese de Triglicerideos Homogéneos A partir dos Acidos
Eicosapentaendico (EPA) e Docosahexaendico (DHA)
( Haraldsson e col., 1995 )
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FIGURA 10 - Sintese do «- Naftil Trifluérmetil Carbinol
( Gaspar e Guerrero, 1995 )
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FIGURA 12 - Resolucdo Catalisada por Lipase de

Hidantoinas 5, 5-Disubstituida
{ Mizuguchi e col., 1994 )
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1.2.3. DETERGENTES

As enzimas estdo contribuindo significativamente para a performance de
produtos tensoativos ao atuarem como aditivos em detergentes. As
lipases adicionadas aos detergentes conseguem remover manchas
gordurosas num tempo menor €, em temperaturas mais baixas do que as
normalmente utilizadas em lavagens. Esse processo além de econémico,
oferece beneficios ao meio ambiente ( Nothenberg e col., 1991 ).

1.2.4. INDUSTRIA PAPELEIRA

Espera-se um aumento no uso de enzimas na inddstria papeleira com o
objetivo de se minimizar problemas ambientais ( Bjérkling e col., 1991).

Ao lado das celulases e hemicelulases ( que atuam sobre a superficie
das fibras, removendo substancias indesejaveis ), e das ligninases ( que
degradam a lignina diminuindo ¢ uso de produtos quimicos e de energia
na producdo de poipas e celulose ), o uso de lipases na indastria
papeleira levam a um consideravel aumento na produtividade e na
qualidade do papel final ( Vide item 1.4 ) ( Duran e col., 1995 ).

1.2.5. EFLUENTES

As descargas liquidas liberadas pelas industrias papeleiras geram
problemas que se agravam a cada dia e que se refletem principalmente
no meio ambiente. Para se ter uma idéia, em 1987, a producéo mundial
de papel foi estimada em 227 milhdes de ton/ano e a producéo de polpas
em 50 milhGes de ton/ano ( Duran e Esposito, 1992 ). Embora as técnicas
mais empregadas no tratamento de efluentes, atuaimente, sejam as
lagoas aerdbicas e lodos ativados, esses problemas causados pelos
efluentes originados dos processos de brangueamento, podem ser
minimizados com a utilizacdo de métodos alternativos.
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Os fungos filamentosos Norcardia, Rhodococcus ou Hecrothrix parvicella,
produtores de lipases e capazes de assimilar por difusédo direta lipideos
de cadeias longas encontrados nos efluentes, estdo sendo utilizados no
tratamento dos mesmos, reduzindo a producdc de espumas
caracteristicas dos efluentes ( Ratledge, 1992 ).

Resultados obtidos com lacases, peroxidases e ligninases no tratamento
de efluentes provenientes da industria papeleira, embora satisfatorios,

exige que as enzimas estejam imobilizadas para que as técnicas sejam
economicamente viaveis.

1.2.6. Penicillium citrinum

Embora a literatura contenha bastante informacbes sobre a atividade
lipolitica de microrganismos, a demanda industrial estimula cada vez
mais a pesquisa para novas fontes de lipases que apresentem novas
caracteristicas ( estabilidade térmica, especificidade reacional, alta
atividade lipolitica, etc.).

Entre os fungos, os filamentosos sdo os que cada vez mais estdo sendo
estudados como fonte dessa enzima ( Rapp e Backhauss, 1992 ), entre
eles, o género Penicillium. Maliszewska e Mastalerze ( 1992 )
investigaram a produgao, purificacéo, e propriedades fisico-quimicas das
lipases do Penicillium simplissicimum.

Penicillium citrinum, microrganismo proveniente do solo, possui atividade
lipolitica e tem sido estudado como fonte de lipases quando cultivado em
diferentes fontes de carbono como os 6leos de oliva, milho, girassol, etc
( Sztajer e Malizewska, 1988 ). Este microrganismo pode também fazer
uso de materiais lignocelulosicos ( casca de arroz deteriorada ) para
prodruzir celulases. O Penicillium quando encontrado em alimentos e

ervas medicinais pode liberar uma micotoxina, a citrinina

31



Producgdo de Lipases e Sua Aplicacéo na Eliminago de Resinas em Lignoceluldsicos

{ Pimentel, 1995 }, que & patogénica ao homem, atacando principalmente
os rins ( Vinds e col., 1993 ).

O Peniciflium citrinum foi o microrganismo usado nesse trabalho como
produtor de lipases.

1.3. IMOBILIZAGAO

Atualmente, a aplicacdo de enzimas nos processos industriais € uma
realidade, entretanto, devido a sua natureza protéica, sdo faciimente

desnaturaveis e sua producdo em larga escala com finalidades industriais
tornam os custos elevados.

Uma forma de contornar essas limitacbes € imobilizar enzimas em
suportes insollveis em agua com preservacdo de suas atividades
biolégicas. De acordo com Kennedy e col. ( 1987 ), enzimas imobilizadas
s80 enzimas que estao fisicamente confinadas ou localizadas em uma
certa regido do espaco, com retencdo de suas atividades cataliticas,
podendo ser reutilizadas continuamente. Chibata e col. ( 1976 ) foram os
primeiros a propor a utilizacdoc de enzimas imobilizadas no processo
industrial, na producdo de L-Aminoacidos a partir de uma mistura

racémica de Acil-DL-Aminoacidos usando uma amilase imobilizada.

No geral, os métodos utilizados para imobilizacdo de enzimas podem ser
agrupados em quatro grandes grupos: adsorcdo; oclusdo da proteina no
interior de polimeros; reacdes cruzadas mediante o0 emprego de
reagentes bi ou multifuncionais e ligagbes covalentes a suportes
poliméricos, via grupamentos quimicos ( Powell, 1990 ).

Nos processos de adsorcéo, a fixacdo da proteina € puramente fisica, ou
seja, a proteina adere a superficie de um suporte inerte, por meio de
ligagbes hidrofébicas, ligacbes eletrostaticas, forcas de Van der Waals,
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etc. A técnica consiste em misturar a enzima e o suporte sob condigdes
apropriadas € apo0s um certo tempo de contato, separar a enzima
imobilizada através de filtracdo ou centrifugacdo. Trata-se de uma
metodologia simples, de facil execucéo, mas que possui a desvantagem
das enzimas desorverem faciimente durante o processo de lavagem e
operacdo ( variacdo de pH, forca ibnica e temperatura ( Kemeny e
Challacombe, 1988 ). S&o necessarias fortes ligacdes hidrofébicas e
eletrostaticas entre a enzima e o suporte para gue se tenha sucesso
neste método de imobilizacdo. A TABELA il mostra os suportes mais

usados por este método ( Basri e col., 1994 ).

Os processos de oclusdo consistem no aprisionamento de uma enzima
em uma matriz polimérica ou em uma membrana semi-permeavel, de ial
forma que se permita a penetracdo do substrato e difusdo dos produtos e
impeca a liberacao da proteina, conservando integralmente sua estrutura.
Entre as varias matrizes usadas para para a oclusdo ( géis de
poliacrilamida, alginato, gelatina, agar, agarose ), os géis de
poliacrilamida s&@o os mais divulgados ( Coughlan e col., 1988 ).

Nos processos de reacdes cruzadas, os reagentes bi- ou multifuncionais
de baixa massa molecular, sdo capazes de fazer ligacOes cruzadas inter

ou intramoleculares. Os reagenies mais empregados sdo glutaraldeido,
isocianato e tioisocianato.

A ligacdo covalente formada entre a enzima e o suporte ndc pode
envoiver radicais essenciais & catdlise, o que as vezes é dificil de se
conseguir  ( Woodward, 1985 ). Geralmente, as reacdes ocorrem em
meio aquoso, entre 0 e 25°C e proximas a pH neutro. Os supories mais
usados sédo mostrados na TABELA Il ( Jordao, 1994 ).

Dos aminoacidos que constituem as proteinas, os residuos mais
disponiveis usados na imobilizacao sdo em ordem decrescente: lisina,
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cisteina, tirosina, histidina, acidos aspartico e glutdmico, arginina,
triptofano, serina, treonina e metionina. A TABELA IV mostra o0s

residuos reativos desses aminoacidos ( Jorddo, 1994 ).

Os grupamentos funcionais disponiveis no suporte para que a enzima
possa se ligar, séo mostrados na TABELA V ( Jord&o, 1994 ). A maioria
dos suportes ndoc possuem esses grupos reativos, mas hidroxilas,
aminas, amidas e carboxilas, que precisam ser ativados para tornarem-se
capazes de se ligar as enzimas.

Algumas propriedades das enzimas se modificam quando estas sé&o
imobilizadas. Alteragdes na estrutura da enzima fixada, ocasionara
mudancas conformacionais que poderdo afetar sua atividade catalitica.
Também nao devera ocorrer excesso de enzima ligada ao suporte,

porque podera haver redugéo de sua atividade por impedimento estérico.

Quando a ligacdo entre a enzima e o suporte envolve modificagdo
quimica, como ligacdes covalentes ou cruzadas, geralmente o derivado
enzimatico imobilizado ( DEI ), apresenta grande estabilidade operacional
e perda da atividade especifica devido a reagdes que podem ocorrer
entre o suporte e diferentes regides da enzima. Quando a enzima €
imobilizada por adsorc&o, obtém-se, geralmente, DEI com alta retengdo

de atividade e baixa estabilidade, o que os tornam pouco praticos
( Kennedy e col., 1987 ).

A escolha do metodo de imobilizacdo apropriado, dependerd das
caracteristicas apresentadas pelas moléculas do substrato, da enzima, e
dos produtos formados. Geraimente, imobiliza-se a enzima em estudo,
em varios suportes, avaliando-se sua atividade em cada sistema
imobilizado. A escolha do bindmio enzima-suporte recaira sobre o

sistema que apresentar maior retencao de atividade e estabilidade.
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TABELA lli - Alguns suportes utilizados em imobilizacdes de enzimas

( Basri e col., 1994 )

ADSORGAOQ
« MATERIAL MODIFICADO

 « TROGADORES DE CATIONS

~ + TROCADORES DE ANIONS |

— carvao ativo, silica gel, alumina,
vidro, amido, argila.

= tanino-aminohexil celulose,
concanavai'in' asefarose

:>CM celu!ose abertlte CG 50

dowex 50.
:>DEAE ceiuiose DEAE—sephadex

45- _

LIGACOES COVALENTES

o NATURAIS

« SINTETICOS

= celulose, CM-celulose, agarose,
dextran.. :

— derivados de poiEaCr'ii.a_mida;

copolimeros de anidrido maleico,

poliaminopoliestireno
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TABELA IV - Residuos Reativos das Proteinas ( Jordao, 1994 )

GRUPO FUNCIC

AMINOACIDO CORRESPONDENTE

-NH; {amino)

lisina e N - terminal

-SH (sulfidrila)

cisteina

-COOH (carboxila)

acido aspartico, acido glutamico
e C - terminal

tirosina

(fenol)
5 R
_.__pz; .C ~NH “|arginina
\\NH2 L
"(gu'ariidiha)f
| — histidina
N NH
N
(imidazol)
OU triptéfano
H
S _(iﬁdo‘l).:: -
-S -8 (dissulfeto) cisteina
-S -H; C (mercaptometil) metionina
-OH (hidroxila) serina
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TABELA V - Alguns Grupamentos Reativos do Suporte que Podem
Reagir Diretamente com a Enzima ( Jord&o, 1994 ).

_ GRUPOS REATIVOS

- acil hidrazida

RUPC , RUPOS ~ TIPO DE LIGAGAO
+ 'Nﬂz
@NZCI ligacéo diazo
sal de diazbnio <i :> OH
—NHZ
-CH,CON; <SH formacéo de
~acil azida ligacao amuda
b
-NH, Subéﬁtdiq}éo aromética. :
I - |
triazinil
+ /R - . :
— NH=C, -CO,H reacio de Ugi
\R, : .
- “NH,
imina
iﬁiﬂ
— (—OC,Hq ‘NH, reacdo de amidinagao
imidoéster
NH, ‘NH, formacao de ligagao
amina -CO,H amida na presenca de
ragentes de
condensacéo
-CONHNH, formagéo de ligacao

amida na presenca de
reagentesde =~
condensac&o
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4.3.1. IMOBILIZAGAO DE LIPASES

Atencdo especial vem sendo dada as lipases provenientes de
microrganismos, devido ao potencial que essas enzimas possuem
industriaimente ( Vide 1.2.1.), assim como, 0 uso delas na forma
imobilizada para catalisar reacdes em meios com baixo indice de agua
( Carta e col., 1992; Pimentel e col., 1994 ).

As lipases imobilizadas s&o bons catalisadores para reacbes de
esterificacdo ( Basri e col., 1995 ), transesterificacdo ( Mustranta e col,,
1993 ) e hidrélise de triglicerideos ( Ruckenstein € Wang, 1993; Al-Duri e
col., 1995 ) em solventes organicos.

A imobilizacdo de lipases tém sido realizada por métodos como
adsorcdo, oclusdo e ligacdes covalentes. O rendimento da atividade das
lipases ( geralmente com baixos percentuais) sdo consideravelmente
mais baixos do que os relatados para outras enzimas ( Mustranta e col.,
1993 ). Entretanto, alguns estudos mostram gue a imobilizacéo acentua a

atividade das lipases, assim como suas estabilidades térmica e quimica
( Basri e col., 1995 ).

Os resultados obtidos com lipases imobilizadas por adsor¢cdo em um dos
lados de membranas poliméricas, mostraram que o bindmio enzima-
membrana apresentou 6tima estabilidade com uma boa retencédo de sua
atividade especifica. Esses resultados podem estar relacionados com a
estrutura porosa dessas membranas, ja que estas permitem um bom
contato entre a enzima e o reagente ( Rucka e Turkiewicz, 1990 ).

As lipases normaimente atuam na interface O6leo/agua, sendo sua
atividade influenciada pelas propriedades do suporte e pelo método de
imobilizacéo utilizado. O solvente usado na imobilizac&o tem se mostrado

importante na imobilizag&o por ligacdo covalente. As interagdes idnicas e
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hidrofébicas entre a lipase e © suporte sdo importantes quandc a
imobilizacdo da lipase ndo é covalente. Dentre os numerosos suportes
investigados para imobilizac&o de lipases, os materiais hidrofébicos séo
os que mostraram a melhor performance ( Ruckenstein e Wang, 1993;
Montero e col.,1993 ), onde os polimeros hidrofébicos tém se mostrado
os melhores suportes na imobilizacdo por oclusdo ( Mustranta e col,
1993 ).

A imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos resultam em muitas
vantagens como a possibilidade de uso das enzimas ou células em
sistemas continuos; maior reutilizacdo das enzimas, aumento da
estabilidade enzimatica e capacidade de parar reagdes pela remocgdo do
suporte.

As vantagens adicionais sdo conseguidas quando enzimas s&o
imobilizadas em solventes organicos, devido os substratos organicos
serem geralmente soluvéis em solventes organicos; 0s subprodutos
promovidos por reacbes em agua ( hidrélise de acidos anidros ) podem
ser eliminados; e as reacdes nas quais o equilibrio termodindmico €

limitado por agua ( esterificacdes ) podem ser realizadas ( Carta e col.,
1992 ).

1.3.2. SUPORTES MAGNETIZADOS

Os suportes para imobilizacdo de enzimas a partir de materiais
magnéticos sao usados com o objetivo de se evitar 0 uso de
centrifugacéo ou filtracdo. As técnicas desenvolvidas para a preparacéo
desses suportes estdo baseadas nas caracteristicas dos dxidos de ferro (

Leemputten e Horisberger, 1974; Guesdom e Avrameas, 1977, 1981,
Kemeny e Challacombe, 1988 ).
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Esses suportes, utilizados também para a imobilizacdo de biopolimeros,
permitem a rapida separagdo de particulas a partir de uma mistura
reacional com componentes soélidos em suspensdo, assim como de
particulas finamente dispersas. S&o usados na hidrolise de carbohidratos,
degradacdo biolégica de residuos, fermentacdo alcéolica, catalise de
reacdes redox entre substincias organicas por enzimas imobilizadas,
entre outros { Bendikene e col., 1995).

Os suportes magnetizados s&o economicamente viaveis, resistentes a
grande parte dos solventes e ao ataque microbiano, apresentando boas
propriedades mecanicas. Esses suportes podem ser obtidos a partir da
modificacdo quimica da magnetita, do recobrimento da magnetita com
polimeros orgénicos e por precipitacdo da magnetita sobre a superficie

de estruturas poliméricas ( Guesdom e Avrameas, 1981, Inada e col.,
1988).

1.3.2.1. Dacron

O polietilenotereftalato, suporte utilizado neste frabatho, conhecido como
Dacron { Camneiro Le&o e col., 1991; Oliveira e col., 1989 ), & um poliéster

insollvel em meio aquoso, apresentando a seguinte estrutura:

BTy

" T
- HzC—HZC O - C—@-C~O-—CH Z-CHQ- N

onde n pode assumir até 15.000 unidades

O dacron pode ser enconfrado comercialmente sob varias formas:
membranas, po, filmes, etc. Weetall ( 1970 ) foi o primeiro a propor este
poliéster como suporte para fixacao de proteinas, através da imobilizacéo
da L-Asparaginase em polietilenotereftalato diazotado.
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A metodologia baseada neste trabalho foi proposta por Melo ( 1984 ). O
método é simples, economicamente vidvel e ndo requer reagentes €
equipamentos sofistificados. Utilizou-se o polietilenotereftalato na forma
de filme que foi convertido a forma de p6 durante o processo. O pb obtido
& hidrofilico, mecanicamente resistente e ndo bicdegradavel,
propriedades que o qualificam como um suporte adequado para
imobilizac&o.

1.4. RESINAS (“PITCH”)

O termo “pitch” refere-se a uma variedade de resinas organicas, de baixo
e médio peso molecular e, aos depdsitos que estas resinas originam
quando extraidas em solventes neutros, apolares e organicos
( Dreishbach e Michalopoulos, 1989 ). Estes extrativos lipofilicos e
hidrofilicos chamados de resina ou “pitch” ( Kantelinem e col., 1995 )
incluem triglicerideos, acidos graxos, acidos resinosos, sais insollveis
desses acidos, ésteres de acidos graxos com glicerol e esterdis, graxas,
assim como outros compoestos que nio estdo bem caracterizados ( Chen
e col., 1994 ). Estes compostos mostram graus caracteristicos de
viscosidade { dependendo da temperatura ), adesividade e forca coesiva,
ficando em torno de 10% do peso total da madeira ( Farrell e col,, 1993 ).
Os depositos de “pitch” podem ser encontrados nas polpas, moinhos da
empresa papeleira e podem prejudicar seriamente a velocidade da
producéo e a qualidade do produto. Causam manchas, buracos e crostas
no papel final ( Dreishbach e Michalopoulos, 1989 ).

Em madeira ndo tratada, o “pitch” ( Fischer e Messner, 1992a ) localiza-
se nas células parenquimaticas e sobre a superficie das fibras. Sua
composicdo determina a quantidade de depdsitos, variando conforme a
estacdo ( especialmente durante certos meses do inverno e primavera ),
localizaclo geografica, espécies de madeira e na propria madeira.
Durante operacbes guimicas e mecanicas ( Shetty e col, 1994 ),
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particularmente quando h& mudancas de pH e/ou temperatura,
refinamento e, em menor quantidade, em varios estagios de
branqueamento, extrativos hidrofilicos e lipofilicos e carbohidratos
hidrofilicos { hemicelulases ) ( Kantelinem e col., 1995 ) s&o liberados na
agua usada para a fabricacdo do papel { Sundberg e col., 1993 ). Entre
outras desvantagens, ocorre diminuicdo da resisténcia do papel e
aumento da toxicidade nos eftuentes. Desde que polpas mecénicas séo
insuficientemente lavadas, devido as rigorosas regulamentagdes do meio
ambiente, um aumento nos niveis de substéncias coloidais dissolvidas
(DCS) sobre as maquinas de papel vém sendo observados.

O “pitch” coloidal { Shetty e col., 1994 ) pode ser considerado como uma
emulsdo diluida de 6leo em agua, estabilizada em parte por surfactantes
naturais ( acidos graxos e acidos resinosos em suas formas ionizadas ),
em parte, por certos processos quimicos. Cozimento com sulfato sob
condicbes alcalinas ndo removem completamente estes extrativos e
como, alguns compostos presentes nos mesmos podem ser aitamente
reativos, estdo sujeitos a mudancas consideraveis, principalmente
durante o branqueamento. Como estes depédsitos tambem podem conter
altas concentracbes de triglicerideos (TG), a presenca ou ndo de TG
podem quantificar as diferencas na formagéo de depdsitos de “pitch” em
diferentes tipos de madeira. A formacao desses depdsitos iniciam-se
durante o processo de brangueamento com cloro, onde as ligactes
duplas dos TG sdo cloradas. Esses TG clorados polimerizam-se,
formando compostos adesivos que contribuem para a formac&o do
indesejado “pitch” ( Fujita e col.,, 1992; Fischer e Messner, 1992a ).
Através de um mecanismo ndo conhecido, esses TG clorados também
formam depdsitos nas polpas.

Extrativos que conduzem a formacdo de “pitch” s&o heterogéneos.
Geralmente os triglicerideos tém sido considerados a classe mais

importante na formacdo de “pitch”. Entretanto, outros ésteres e graxas
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podem estar presenies em altas concentragdes e terem um papel
significante na formacdo desses depdsitos. Poipas de madeiras
provenientes de climas quentes ( Ohtani e Shigmoto, 1991; Ohtani,
1993 ) podem conter principalmente hidrocarbonetos alifaticos
polimerizados como causa primaria, produzindo além de manchas no
papel, depdsitos de “pitch” nos equipamentos. Na polpagem mecanica de
softwood, triglicerideos, acidos graxos e acidos resinosos tém sido os
extrativos que mais causam problemas ( Mustranta e col., 1995)

Tradicionaimente as indusirias tém usado uma variedade de medidas,
tais como, agentes tensoativos ( alimem, talco, dispersantes )}, madeiras
com baixo indice de resina, modificacdo nos parédmetros de polpacéo
como pH e temperatura ( Dreishbach e Michalopoulos, 1989 )} .
Entretanto, o custo é alto e em geral, os resultados ndo séo satisfatérios.
Como alternativa, dois tipos de tratamento bioldgico estdo sendo
sugeridos: enzimatico e com microrganismos.

No tratamento biolégico por microrganismo, um fungo Ophiostoma
piliferum, isolado por Blanchette e col. ( 1992 ) e comercializado por
Sandoz Chemicals Corp. ( USA ), sob o nome CARTAPIP™ g7, ao ser
pulverizado sobre pithas de cavacos reduziu consideravelmente a
concentracéo de resinas no material biotratado ( Farrel e col., 1993; Chen

e col., 1994 ). A eficiéncia desse tratamento € variavel, pois pode ser
afetado por mudancas de temperatura.

Um outro tratamento fungico realizado com CARTAPIP 58 ( produtor de
lipase e hemicelulase ) ao ser pulverizado sobre pitlhas de cavacos,
reduziu ndo somente em 46 % a concentracdo de resinas no material
biotratado, como também a quantidade de produtos quimicos usados
apos o branqueamento sohre o mesmo. Trabalhos divulgados por
pesquisadores do grupo Repligen Sandoz Research indicam que a
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preparacéo contendo o CARTAPIP 58 estd no mercado desde 1990
( Farrell e col., 1993).

Ensaios laboratoriais usando uma mistura de enzimas composta de
celulases e hemicelulase ( Liftase A 40 ) apresentaram um efeito notavel
sobre o processamento das fibras secundarias ( Duran e col. 1995 ). A
acdo das enzimas sobre a superficie das fibras, induzem o efeito de
descascamento. Se controlado, as enzimas podem remover apenas oS
componentes superficiais sobre as fibras, principalmente aqueles com
afinidade pela agua. A agéo dessas enzimas proporcionam melhorias na
drenabilidade ( pela redugdo das interagbes polpa-agua ) € nas
propriedades mecéanicas do papel industrial. Como os depoésitos de
“pitch” ocorrem também sobre as fibras, Kantelinem e col. { 1995 )
usaram uma mistura de celulases e hemicelulases para a redugdo de
extrativos lipofilicos, como metodo alternativo para minimizacdo de
problemas causados pelo “pitch”.

No controle enzimatico de “pitch”, ensaios com poipas obtidas pelo
processo sulfito e néo branqueadas foram realizados. As polpas foram
tratadas com Resinase A para reduzir o conteldo dos triglicerideos
clorados. A enzima hidrolisou 86% dos triglicerideos em 2 horas € 0S
acidos graxos liberados do “pitch” foram extraidos com solugdo de
hidréxido de sédio. O material resinoso clorado com o minimo de
triglicerideos e sem acidos graxos livres foi menos adesivo do que O
sistema original ( Duran e col., 1995; Fischer e Messner, 1992a ).
Estudos com a mesma polpa e em escala piloto levaram as mesmas
conclusdes ( Fujita e col., 1992; Fischer e col., 1993 ).

Atualmente, reconhece-se que 0 uso de enzimas em varios estagios do

processamento industrial da madeira nas Industrias de polpa e papel vem
se mostrando cada vez mais promissor.
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2. OBJETIVOS

2 4. Otimizar a producéo de lipase a partir do Pencicillium citrinum,

2.2. propor o polietilenotereftalato magnetizado como suporte para
imobilizacao da lipase do Penicillium citrinum;

23 determinar algumas propriedades cinéticas da lipase do
Pencillium citrinum solivel e imobilizada;

2 4. fazer um tratamento da polpa de Eucalyptus com lipases de
Candida rugosa (comercial) e Penicillium citrinum soltvel,

objetivando um método alternativo para eliminacéo de “pitch”; e

2 5. caracterizar o “pitch” presente nessa polpa através de HPLC,
Infravermelho, e Cromatografia Gasosa com detector de Massa.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Reagentes

Todos os reagentes usados foram de grau analitico MERCK ou SIGMA.

3.1.2. Equipamentos

— Agitador magnético micro-V COLE PARMER
— Agitador VORTEXF 52K-BRASIL

Balanca analitica H15, METTLER

Balanca semi-analitica SARTORIUS
Banho-maria GRANT

Centrifuga refrigerada SORVALL RC-2 (rotor SS-34)
Cromatografo Gasoso (GC) - HP 5890 Série
Destilador-deionizador WA-53, YAMATO
Espectrofotometros: CARY modelo 118,
VARIAN UV-VIS, modelo G34-S

Estufa modelo 002 CB, FANEM

TRV VA VAV A VA

— Evaporador rotativo

— HPLC - Cromatégrafo Shimadzu LC-6A

— Infravermelho Perkin Elmer 1600 Seérie FTIR

— Infravermelho IFS66

— Liofilizador GT 2

— Massa (MS) - HP 5970 B

— Membranas de Ultrafiltros da Millipore CX-30 (PM=30.000)
— Placa magnética CIBA CORNING Co.

— Potencidmetro PHM 61 - RADIOMETER COPENHAGEN
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3.1.3. Microrganismo
O Pencicillium citrinum , microrganismo produtor de lipases, foi isolado
como contaminante do 6leo de oliva pela professora Maria do Carmo de

Barros Pimentel, no Departamento de Bioquimica - UFPE ( Pimentel e
col., 1994 ).

3.1.4. Rejeito/”pitch” e Polpa

Utilizou-se rejeito/pitch” ( 79,1% peso seco ) e polpa ( 81% peso seco )
de processo Kraft de Eucalyptus ( 75% E. saligna, 25% E. grandis ) da
CELPAYV de Ribeir&o Preto.

3.1.5. Enzimas

« Lipase de Candida rugosa ( 860 1U/ml, SIGMA, St. Louis, USA ),

o Lipase de Penicillium citinum.

3.2. METODOS

3.2.1. Meios de Cultura ( Pimentel, 1996 )

3.2.1.1. Meio de Manutencéo dos Fungos ( BDA)
o batata - 14,0 % (p/V);
e dextrose - 2,0 % (p/v),
e agar - 1,5 % (piv).

3.2.1.2. Meio Liguido com Extrato de Leveduras ( MEL )

o Gleo de oliva - 1,0 % (v/v)

« extrato de levedura - 0,5% (p/v)
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3.2.1.3. Meio Liquido com Sulfato de Aménio ( MSA)
e Oleodeoliva -1,0% (viv)
e (NH4:S0s -075% (phv)
s KH.PO: - 0,015 % (piv)

e NaCl - 0,015 % (phv)

e MgSO: - 0,11 % (pv)
e ZnSO, - 0,0015 % (p/v)
« FeSO; - 0,0010% (phv)

Obs.: Os meios de cultura tiveram suas composicdes em gramas por litro
de agua destilada.

3 2.9 Manutencio da Cultura e Produgéo do inéculo
Manteve-se o microrganismo a 4°C em tubos de ensaio contendo BDA

previamente esterilizados. Repicou-se as culturas e incubou-se a 28°C,

por 5 dias, no mesmo meio de cultura para producéo do indculo.

3.2.3. Condicdes de Cuitivo

Cultivou-se o Penicillium citrinum nos meios MEL e MSA. Realizou-se 08
experimentos, para ambos 0s meios, em trés Erlenmeyers com
capacidades para 2000, 500 e 125 mL. Esterilizou-se previamente 0S
meios em autoclave a 120°C, por 20 min. Inoculou-se 10" esporos/mL
em uma suspenséo de 10 mL dos respectivos meios, nos Erlenmeyers de
125 mL & 28°C com agitacdo de 100 rpm durante dois dias. ApoGs este
intervalo, transferiu-se os indculos para os Erlenmeyers de 500 mL,
durante 3 dias e, por Gitimo, para o de 2000 mL. Antes de cada
transferéncia e ao final da fermentacéo ( 6 dias para MEL e 8-10 dias
para MSA ), retirou-se amostras ( 5mL ) assepticamente e filtrou-se em

papel de filtro. A partir dos filtrados brutcs determinou-se pH e atividade
lipolitica.
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3.2.4. Extrato Parcialmente Purificado { EPP )

Para obtencao do extrato parcialmente purificado ( EPP ) nos filtrados
brutos dos meios de culiura MEL e MSA, inicialmente, adicionou-se
lentamente sulfato de amdnio ( 80 % de saturacéo ) em banho de gelo.
Apoés, deixou-se sob agitacdo suave a 4°C durante uma noite. Separou-
se por centrifugacédo ( 13000 g ; 30 min ) o precipitado e ressuspendeu-se
em tamp&o TRIS/HCI 50 mM pH 8.0 para os meios MEL e MSA.
Posteriormente utilizou-se membranas de ulirafiliros para obtencdo do
EPP, de acordo com a FIGURA 13. Para determinacdo do grau de

purificacdo, utilizou-se amostras ( A e B ) provenientes do meio MSA de

bateladas diferentes.

CAMARA FRIA

iBomba de vacuo |

x~ Kitasato,

e

Filirado

Proveta

FIGURA 13 - Esquema para obtencdo do EPP utilizando-se Membranas
de Ultrafiltros da Millipore CX-30 ( PM=30.000 ).
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3.2.5. Determinacao da Atividade Enzimatica

A atividade enzimética das lipases de Candida rugosa e do Penicillium
citrinum no EPP e DEIl, baseou-se na hidrélise do p-nitrofenilpalmitato
(pPNPP) em p-Nitrofenol (pNP) e paimitato. Detectou-se a liberacdo do
p-Nitrofenol & 410 nm ( Winkier e Stuckmann, 1979; Pimentel e col.,
1994 ).

SOLUCOES:

» Tampéo Trishidroximetilaminometano em HCI-TRIS/HCI 50 mM  pH
8.0;

o Solucdo A ou pNPP: 27 mg de pNPP em © mL de isopropanol;

s Solucéo B: 2 g de Triton x-100 + 0,5 g de goma arabica dissolvidos

em 450 mL de tampao TRIS/HCI. Estavel por 6 semanas a 4°C.

SUBSTRATO: sob agitacdo, adicionou-se 1 mL da solugdo A
( gota-a - gota ) na solugao B.

MISTURA DE REACAOQ: adicionou-se 0,3 mL de EPP em 2,7 mL de
substrato, em uma cubeta de vidro de 3 mL. Fez-se leituras de 15 em 15
segundos num total de 2 minutos.

BRANCOQ: adicionou-se 0,3 mL de tampéo TRIS/HCI em 2,7 mL de
substrato, em uma cubeta de vidro de 3 mL.

Para determinacdo da atividade enzimatica no DEI, colocou-se um
Erlenmeyer de 50 mL em um banho a 37°C e adicionou-se 13,5 mL do
substrato + 1,5 mL do DEI. Agitou-se em um agitador orbital e detectou-

se a liberacdo do pNP. Guardou-se o DEIl para determinacédo de
proteinas.
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3.2 6. Determinacao de Proteinas
Inicialmente fez-se uma hidrélise no DEI para separar proteina, ferro e
dacron. Apés, determinou-se a concentracéo de proteinas no EPP e DEI

pelo método de Lowry e col. ( 1951 ). Utilizou-se Albumina Sérica Bovina
(BSA) como padrao.

Hidrolise:

« adicionou-se 1 mL de dgua no pod que restou da analise anterior;
s adicionou-se 0,2 mL de HC! 6 N concentrado;

e alcalinizou-se com NaOH ( 50% ) até precipitacao;

e filtrou-se e retirou-se 0,9 mL do sobrenadante; e

« procedeu-se com o Método de Lowry.

Método de Lowry

SOLUCOES:

A: Na,C0s 2 % p/v em NaOH O,1N;

B: CuS0.0,5 % p/v em Citrato de Sédio 1 % p/v;
C: 50 mL A + 1 mL B ( preparar na hora };

D: O reagente Falin-Ciocalteus diluido 1:1 com agua

— faixa de dosagem : 5 a 100 ug de proteinas.

PROCEDIMENTO:

¢ adicionou-se a 0,9 mL de amostra, 1 mL de C;

e agitou-se e deixou-se em repouso por 10 minutos;

« adicionou-se 0,1 mL de D;
e agitou-se e deixou-se em repouso por 30 minutos;

e branco: utilizou-se 0,9 mL de agua e procedeu-se como escrito acima;
« realizou-se as leituras a 500 nm;

—» faixa de dosagem: 25 - 100 ng.
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3 » 7. Hidrazindlise do Polietilenotereftalato { Dacron )

( Camneiro Ledo e col., 1991)

cortou-se o dacron em tiras (4 g );

adicionou-se uma mistura de 100 mL de metanol e 10 mL de hidrato
de hidrazina;

incubou-se em banho-maria a 40°C por 48 horas sob agitacéo
constante;

filtrou-se a vacuo e lavou-se em 50 mL de metanoi (2 x);

guardou-se no freezer apos liofilizado.

3.2.8. Eliminagdo de Particulas Pequenas ( fines ) ( Carneiro Leao e

col., 1991)
preparou-se suspensbes de dacron-hidrazida  utilizando-se &
propor¢éo de 2g do p6 em 10 mL de agua destilada;
homogeneizou-se e esperou-se a sedimentacéo das particulas;
retirou-se cuidadosamente os sobrenadantes;
repetiu-se a operagao por quatro vezes;

filtrou-se para magnetizacéo das particulas.

3.2.9. Magnetizagao ( Carneiro Le&o e col., 1991)

adicionou-se 2 g de dacron-hidrazida a 100 mL de agua destilada;
adicionou-se gota-a-gota 10 mL de uma solugéo contendo 300 mg/mL
de FeCls.6H.0 e 242 mg/mL de FeCl,.4H0 sob vigorosa agitacao;
ajustou-se o pH para 8,3 pela adicdo de NH.,OH 28%;

incubou-se a solugéo a 60°C por 30 minutos;

filtrou-se o p6 e lavou-se exaustivamente com agua; €

guardou-se no freezer apos liofilizado.
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3.2 10. Conversdo dos Grupamentos Hidrazida em Azida
( Carneiro Ledo e col., 1991 )
+ Adicionou-se a 0,4 g do suporte:
— 4mL de HCI 0,6 N;
— 0,5 mL de Nitrito de sédioc 5% (p/v);
« agitou-se por 25 minutos a temperatura ambiente;
» separou-se o p0 magnetizado com uma placa de ima e lavou-se:
- 50 mL de agua (4x);
= 50 mL NaCl (2x);
— 50 mL de agua (4x);

3.2.11. lmobilizagéo Covalente da Proteina ( Carneiro Ledo e col.,
1991 )

« adicionou-se 10 mL de EPP em 0,4 g do suporte magnetizado;

« agitou-se por 3 horas a 4°C (camara fria);

 separou-se O material com um imé e removeu-se as proteinas nao
fixadas, lavando-as com:

— 50 mL de tampéo pH 7,2;

— 50 mL NaCl 1 M;

— 50 mL tampéao pH 7,2;

= 100 mL Triton x-100 (0,5%);

= 50mL NaCl1M;

= 100 mL tampao pH 7.2;

« guardou-se o derivado enzimatico imobilizado (DEI) em 20 mL de
tampéao pH 7.2
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3212, Efeito da Temperatura sobre Atividade da Lipase do
Penicillium citrinum no EPP e DEI

Determinou-se & temperatura 6tima no EPP e DEI pelo método do pNPP,
incubando-se a mistura de reagdo numa faixa de temperatura de 30 a
60°C, usando TRIS /HCI 50 mM, pH 7.2.

3.2 13. Efeito da Estabilidade Térmica da Lipase do Penicillim
citrinum no EPP e DEI

A enzima foi pré-incubada sobre uma variagio de temperatura de 30 a
60°C. O tempo de incubacdo das amostras foi de 60 min. Apos,

determinou-se a atividade da lipase pelo método pNPP a 37°C, usando
TRIS /HClI pH 7.2.

3.2.14. pH Otimo do EPP e DEI
Determinou-se o pH 6timo do EPP e DEI pelo método pNPP, variando-se
o pH do substrato de 7,2 - 9,0 (EPP ) e 3,0 - 9,0 ( DEI ), incubando-se a

mistura de reacdo a 37°C. Utilizou-se Citrato de sédio 50 mM para a faixa

de pH de 3,0 & 6,0 e TRIS/HCI 50 mM para faixa de 7,2a90.

3.2 15. Efeito da Concentracdo do Substrato sobre Atividade da
Lipase do Penicillium citrinum no EPP e DEI

Utilizou-se solucdes de pNPP a 37°C e pH 7.2 para a investigacao da
influéncia da concentracédo do substrato no meio de reag&o, variando-se a

concentracdo do pNPP de 8 a 795 uM de pNPP.

3.2.16. Efeito do Solvente sobre a Atividade da Lipase do
Penicillium citrinum no EPP e DEI

Utilizou-se solucbes de pNPP a 37°C e pH 7.2 para a investigacéo do

efeito do isopropanol no meio de reacéo, variando-se a concentragéo do
solvente na solucéo de pNPP / isopropanol de 0,1 a 10 % .
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3.2.17. Reutilizacao do DEI

Fez-se 5 ensaios consecutivos durante um dia, lavando-se o DEI apos
cada ensaio com tampédo TRIS/HCI 50 mM, pH 7,2. Determinou-se a
atividade enzimatica no DEI pelo método pNPP a 37° e pH 7.2 apods
cada vez utilizada.

3.2.18. Armazenamento do EPP e DEI

Fez-se a determinacdo da atividade enzimatica da lipase do Penicillium
citrinum no EPP e DEI pelo método pNPP ( 37°; pH 7.2 ), com intervalos
de 1, 11, 22, 29, 36 e 60 dias ( DEI ) e com 1 e 60 dias ( EPP ) ap0s
armazenados & 6 °C.

3.2.19. Extracdo dos Acidos Graxos Livres no Rejeito/”Pitch”

( Fischer e Messner, 1992a; 1992b }.
Em dois Erlenmeyers, incubou-se 20 g rejeito/"pitch” em 200 mL de
tampéo TRIS/HCI 50 mM, pH 7,2 contendo 0.025M CaCly . Adicionou-se

4 mL de uma solucdo de Candida rugosa { 5000 Ul/mL. ) em apenas um
dos Erlenmeyers. Ajustou-se a temperatura para 45°C por 12 horas sob
agitagdo ( 300 rpm ) ( FIGURA 14 ) para os dois sistemas. Apos
incubacdo, filtrou-se e extraiu-se com acetona até completa exausto.
Secou-se sobre sulfato de sodic. Filtrou-se e evaporou-se em um
evaporador rotativo. Dissolveu-se o “pitch” obtido em 50 mL de dietil éter
e extraiu-se com 5 porcdes ( 50 mL cada ) de NaOH 0,1 N em um funil de
separacdo. As camadas de éter obtidas foram secas em sulfato de sodio,
filtradas e evaporadas. Obteve-se a fragdo de éter com pouco acido
graxo. Acidificou-se com HC! concentrado as camadas de NaOH. Extraiu-
se com 3 porcdes ( 50 mL cada ) de dietil éter. Secou-se novamente com
sulfato de sédio e evaporou-se. Obteve-se a fracdo de &acidos graxos

livres. Para determinacdo desses acidos utilizou-se o Método do Cobre
( Kwon e Rhee, 1986 ).
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3.2 20. Método do Cobre ( Kwon e Rhee, 1986 )

Determinou-s€ 0S5 &acidos graxos flivres presentes na esterificacdo do
acido oleico com glicerol pela lipase do Penicillium citrinum no EPP e
DEI, através do Método do Cobre { Kwon e Rhee, 1986 ).

REAGENTES: acido oleico; isooctano; acetato cuprico e piridina.

REATIVO DE COBRE! solucdo aquosa de acetato cuprico 5% filtrada e
com pH ajustado para 6,1 com piridina.

BRANCO: 0,5 mL do reativo de cobre em 3 mL de isooctano

PROCEDIMENTO:

Adicionou-se as amostras ( 200 uL ) retiradas, 2.9 mL de isooctano e 0,5

mL do reativo. Agitou-se por 80 segundos em vortex. Leu-se a fase
superior a 715 nm.
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sem enzima St P con enzima
Tris/HCI pH 7,2 20g Tris/HCl pH 7.2
45C, 300 rp.m. 45C, 300 rp.m.
] M . . .
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acetona  acetona
|
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FIGURA 14 - Fluxograma de extracéo dos Acidos Graxos

3.2.21. Hidrélise de Triglicerideos ( Fischer e Messner, 1992a; 1992b )

Fez-se a hidrolise de ftriglicerideos em duas etapas. Na primeira,
adicionou-se a trés Erlenmeyers ( 250 mL cada um ), 20 g de
rejeito/"pitch” € 200 mL de tamp&o TRIS/HCI 50 mM, pH 7,2 contendo
0.025M CaCl,  Ajustou-se a temperatura para 30°C e incubou-se por 48
horas. Deixou-se duas suspensdes sob agitacdo ( 300 rpm ) e apenas em
uma delas adicionou-se 4 mL de uma solucdo de Candida rugosa ( 5000
Ul/mL ). A terceira suspens&o foi incubada sem adic&o de enzima e sem
agitacéo e foi considerada como ¢ “pitch” nativo. Filtrou-se as amostras
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ap6s incubacéo e extraiu-se com diclorometano até completa exaustao.
Secou-se os filtrados com suifato de sddio. Filtrou-se & evaporou-se em
evaporador rotativo. Analisou-sé 0s triglicerideos hidrolisados pelo
Método do Cobre ( Kwon e Rhee, 1986 ) e por TLC ( Park e Pastore,
1989 ).

Na segunda etapa, incubou-se 20 g rejeito/’pitch” em dois Erlenmeyers,
sob agitacéo, com lipase de Candida rugosa. Ajustou-se as temperaturas
para 30 e 45°C na agua do banho. Retirou-se amostras apoés 1,3, 6e 12
horas para ambas temperaturas. Apés incubacao, filtrou-se e extraiu-se
com diclorometano até completa exaustdo. Analisou-s€ as amostras por
HPLC e infravermelho.

Extraiu-se duas amostras de rejeito/"pitch” in natura { 20 g cada ) com

diclorometano e acetona, respectivamente, até completa exaustéo.
Filtrou-se, evaporou-se e analisou-se as amostras por HPLC

3.2.22. Cromatografia em Camada Fina ( TLC )
( Park e Pastore, 1989 )
« ativou-se placas de silica gel G ( 200 x 200 x 0,25 mm ) impregnadas
com acido bérico 5% a 120°C durante 20 minutos;
« diluiu-se 50ul das amostras e dos padrdes ( trioleina e acido oléico )
em 1 mL de éter de petréleo ( benzina de petroleo );

o aplicou-se 25 ul. das amostras € dos padrdes sobre a placa e deixou-se
secar,

« desenvolveu-se o cromatograma no sistema de solventes:
15 mL de éter etilico : 85 mL éter de petroleo : 1 mL ac. acetico

 retirou-se as placas do sistema de solventes € deixou-se secar a
temperatura ambiente; e

« revelou-se com acido sulfrico 50 % & 120 °C por 20 minutos.
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3223 Analise dos Triglicerideos ( Akoh e col, 1992; Chang ¢
col., 1994 )

Analisou-se os triglicerideos por Cromatografia Liquida de Alta

Performance ( HPLC ) considerando-se os parametros abaixos:

« detector UV-Visivel: 205 nm;

« coluna analitica: Ultrasphere ODS ( Cis);

« fase movel: acetonitrila/acetona ( 34.66 );

» velocidade de fluxo: 1,5 mL/min;

» amostras: evaporou-se 200 pul de cada amostra em nitrogénio gasoso
e redissoiveu-se-as em acetona ( 1:26 );

« volume injetado das amostras: 20 pl;

« padroes: trioleina e acido oléico

3224 Efeito da Agitagdo Sobre a Atividade Enzimatica da
Lipase de Candida rugosa

Solubilizou-se 24 mg de Candida rugosa em 4 mL de tamp&o TRIS/HCI
pH 7.2. Deixou-se a enzima sollvel sob agitac@o constante (200rpm ) a
230°C. Retirou-se amostras com 0; 1: 2; 3; 4 e 5 horas. Determinou-se a
atividade enzimatica pelo Método pNPP em tampao TRIS / HCIpH 7,2 a
45°C

3225 |dentificac@o de Extrativos Lipofilicos e Hidrofilicos

Fez-se necessario dividir o trabalho em etapas para identificacao de
extrativos lipofilicos e hidrofilicos.

PRIMEIRA: tratou-se amostras ( 10 g ) rejeito / "pitch” de Eucalyptus em
acordo com a FIGURA 15. Fez-se a extracio com solventes até completa
exaustdo. Filtrou-se e secou-se sobre sulfato de sodio. Filtrou-se
novamente € evaporou-se em um evaporador rotativo. Apés evaporagao
e liofilizacdo das amostras provenientes dos extrativos hidrofilicos,
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secou-se em nitrogénio gasoso as amostras utilizadas para analises de
espectroscopia no Infravermeiho.

SEGUNDA: rejeito/"pitch” ( 5 gramas ) foram extraidas com solucdes de
NaOH nas concentracdes 0,1; 0,2; 0,5 e 2,0 N, sob agitacéo. Acidificou-
se com HCI 6 N ( pH em tomo de 1 ) o filirado obtido com a poipa
extraida com 0,1N de NaOH e adicionou-se 50 mL de éter dietilico em
um funil de separacdo. Secou-se sobre suifato de sédio a camada
organica e evaporou-se. Obteve-se a fracdo com acidos graxos. Re-
extraiu-se o rejeito / “pitch” com acetona, filtrou-se e evaporou-se.
Analisou-se por Infravermelho todas as amostras obtidas, e por GC-MS
as amostras extraidas com NaOH ( 0,1; 0,5e 2,0 N).

TERCEIRA: 10 gramas de rejeito / "pitch” foram submetidas a uma
extracdo seletiva com solventes orgénicos ( hexano, cloroférmio,
diclorometano e acetona ) e por ultimo com agua. Os filtrados obtidos
foram evaporados. Liofilizou-se o filtrado obtido com a agua. Analisou-se

as amostras por IV. As amostras extraidas com hexano e diclorometano
também foram analisadas por GC-MS.
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Tris/HCT pH &GI in Natura
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acetona
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FIGURA 15 - Fluxograma de Extrativos Hidrofilicos e Lipofilicos
Obtidos a partir de amostras rejeito / “pitch”
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3.2.26. Esterificacdo de Acidos Graxos ( Maia, 1992)

REAGENTE DE SAPONIFICACAO
Solucdo 0,5 N NaOH em metano!l ( MeOH ) p.a.;

REAGENTE ESTERIFICANTE ( solugéo de NH4CI-H2S04+-MeOH )

Em um baldo de fundo redondo e boca esmerilhada, adicionou-se 10 g de
cloreto de aménio ( NHsC! ) em 300 mL de metanol. Adicionou-se
lentamente 15 mlL de acido sulfarico ( H.SO, ) concentrado ( agitagao

manual ). Adaptou-se o baldo a um condensador e deixou-se essa
mistura em refluxc até dissolucdo completa do cloreto de amonio ( 15-20
min.). Utilizou-se um sistema de aquecimento ( chapa, manta, etc.) com
reostato para controle da temperatura, que deve ser estabilizada guando
a ebulicdo iniciar-se. O reagente é estavel por varias semanas.

AMOSTRA: 30-100 mg

PROCEDIMENTO

« adicionou-se em tubos de ensaio com tampa de rosca 30 mg de
amostra e 4 mL do reagente de saponificagio;

« fechou-se bem o tubo e agueceu-se em um banho de agua fervente por
3 - 5 minutos. Esfriou-se o tubo em agua corrente;

« adicionou-se 5 mL do reagente de esterificacdo. Agitou-se, fechou-se o
tubo e aquegeu-se no banho de dgua fervente por 5 minutos. Esfriou-se
o tubo em agua corrente;

« adicionou-se 4 mL de solucdo salina saturada e agitou-se em vortex por
60 segundos. Deixou-se em repouso para separagédo das fases;

e adicionou-se 5 mL de hexano ou éter de petrbleo e agitou-se
novamente em vortex por 60 segundos;

« transferiu-se a fase superior ( fase orgdnica ) com o auxilio de uma

pipeta de Pasteur para um frasco com tampa;
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« manteve-se no freezer e em frascos escuros o sobrenadante ( onde se

enconiram os ésteres metilados ), que posteriormente foram injetados
no cromatografo.

3.2.27. Cromatografia Gasosa com Detector de Massa
Fixou-se 0os seguintes parametros de operacéo:
e Energia de ionizacao: 70 ev;

« solventes: Hexano e Acetato de etila;

» volume injetado: 1 ul;

» temperatura do injetor: 250°C;

« temperatura da linha de transferéncia: 280°C;
¢ temperatura inicial: 50°C;

« tempo inicial: 3 minutos;

» velocidade de aguecimento: 10°C/min;

« temperatura final: 300°C;

o tempo final: 33 minutos.

3.2.28. Polpas

Para uma melhor compreenséo das caracteristicas do “pitch”, adqliriu-se
polpas em épocas diferenciadas. Amostras rejeito / “pitch” na Primavera
de 1994 utilizadas nos experimentos anteriores e, as de polpa no Verao
1995/1896. Separou-se quatro fracdes e adicionou-se solventes

em acordo com a FIGURA 16. Filtrou-se e evaporou-se as amostras
obtidas.
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Acetona Cloroférmio Agua Diclorometano
100 mL 100 mL 100 mL 100 mi

FIGURA 16 - Extrac&o do “pitch” na Polpa de Eucalyptus
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. RESULTADOS E DISCUSSAQO DE ENZIMAS
4.1.1. PRODUGAO

Lipases foram produzidas a partir do Penicillium citrinum no Meio liquido
de Extrato de Levedura ( MEL ), € no Meio Liquido de Sulfato de Amdnio
( MSA ), apresentando no maximo de producéo da atividade lipolitica
extracelular um pH em tormo de 2,2 - 3,0 (MSA ), e 6,5 - 7.8 { MEL )
( Vide 3.2.3. ). A morfologia do Penicillium citrinum apresentou-se esférica
no meio MEL, enquanto no MSA mostrou-se filamentosa € com aspecto
turvo ( FIGURA 17 ). De acordo com Pimentel ( Pimente!, 1995 ), quando
alterou-se o pH do MSA para 6,5 com NaOH e do meio MEL para 4,5
com tampéo, a morfologia do fungo no MSA foi a2 mesma apresentada
que no MEL, e a deste, a mesma apresentada que no MSA, .indicando

que o pH & um importante parametro para alterar a morfologia do fungo.

Dentre os dois meios escolheu-se o MSA, por sua atividade especifica ter
sido maior que a obtida com o MEL ao final da fermentacao ( TABELA
V1 ), como também pelos resultados obtidos através da eletroforese
SDS-page ( Pimentel, 1996 ), que mostraram que O meioc MSA
apresentara menos bandas que a lipase produzida pelo meio MEL.
Esses resultados podem indicar que a lipase produzida pelo meio MSA &
mais livre de proteinas que compdem o meio de cultura, portanto mais

pura ( Vorderwiilbecke e col., 1992; Linko e Yan Wu, 1996) € menos
propicia a contaminacdes.

Utilizou-se © método do pNPP ( Vide 3.2.5. ) para se determinar a

atividade enzimatica das lipases produzidas em ambos os meios, devido
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aos resultados obtidos por Pimentel e col. { 1994 ), que mostraram gue a
atividade especifica da lipase do  Pencillium citrinum apresentada pelo
pNPP ( 11,27 U/ mg de proteina ) ficou muito proxima da atividade
especifica ( 11,0 U / mg de proteina ) apresentada pelo método
titulometrico, que hidrolisou os ftriglicerideos presentes no oleo de oliva
liberando &cidos graxos.

Lipases ndo sé hidrolisam ligacoes éster de triglicerideos, como também
ligactes de ésteres sintéticos como os p-Nitrofenil de acetato e palmitato
( Brahimi-Horn e col., 1990 ). De acordo com Vorderwilbecke e col.
( 1992 ) ndo existe um método padrao para se determinar a atividade de
lipases com substratos diferentes. Enzimas que hidrolisam trioleina
sempre hidrolisardo ésteres sintéticos, embora o inversc nem sempre
seja verdadeiro.

TABELA VI- Atividade especifica das Lipases do Penicillium
citrinum no MSA e MEL

( Condicdes experimentais Vide 3.2.5 e 3.2.6)

:'f"( Ullmg de protema )
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A B

FIGURA 17 - Morfologia do Penicillium citrinum ap6s Fermentacéo
( Pimentel, 1995)
(A) MEL - esférica
(B) MSA - filamentosa

Condi¢des experimentais Vide 3.2.3.
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4.4.2. CONCENTRAGAO DE PROTEINAS E ARMAZENAMENTO

Para precipitar-se a lipase no filtrado do meio de cultura MSA,
iniciaimente utilizou-se sulfato de amonio ( Vide 3.2.4.). Entretanto, este
procedimento n&o mostrou-se satisfatorio devido a grandes perdas de
proteinas. Com © USO de membranas de ultrafiltros da Milipore para
concentrar-se © meio ( 10 vezes ), os resultados foram bastante
satisfatorios ( TABELA VI ). A membrana serviu tanto para concentrar
quanto purificar parcialmente o meio ( TABELA vill).

Observou-se que mantendo-se a lipase no proprio extrato parciaimente
purificado & 6 °C, sua atividade apds 60 dias manteve-sé inalterada
( TABELA IX ). Com a liofilizacdo, observou-se uma grande perda da
atividade lipolitica, chegando a desnaturagédo apos 2 descongelamentos
consecutivos com posterior liofilizac@o. Resultado ndo obtido por

Pimentel ( 1995 ), que obteve 15 % da atividade lipolitica inicial apos
quatro descongelamentos.
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TABELA VII - Atividade Especifica

do MSA apos Purificacdo Parcial

com Sulfato de Amdnio e com Membranas da Ultrafiltro

( Condicbes experimentais Vide 3.2.4.)

A‘%‘NiDADE
ESPECIF!CA
Amostra A

AT!V!DADE
ESPECiFiCA
Amostra B

~ Extrato Bruto

O.55.Ullmg' de proteina

0.38 Ulfmg de proteina

Sulfato de Amomo_':'____:
( 80 % saturagao )_' '

0.70 Ul/mg de proteina _

Ultl'aflltros

0,85 Ul / mg de proteina

. Re“d'me“m( %) |

12,7

224
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TABELA VIii - Atividade Relativa do Extrato Parcialmente Purificado
( EPP ) e do Filtrado apos Purificac&o com Ultrafiltros

( Condicbes experimentais Vide 3.24.)

EPP 1.24 mg / mL 053 UL/ mL

Filtrado do EPP apés
Purificagio com

. og2mgimt |

TABELA IX - Armazenamento da Lipase do Penicillium citrinum no

Extrato Parcialmente Purificado (EPP ) a6 °C.

1 0,41 Ul/mg de proteina

60 R 0,47 Ul / mg de proteina
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4.1.3. PROPRIEDADES DO EXTRATO PARCIALMENTE PURIFICADO
{ EPP ) DO MSA DA LIPASE DO Penicillium citrinum

O pH détimo da lipase do Penicillium citrinum no MSA ficou entre 8,0 - 8,5
( FIGURA 18 ) e a temperatura 6tima foi de 37 °C ( Vide FIGURA 20 ),
resultados que estdo de acordo com Pimentei ( 1995 ). Quanto a
termoestabilidade, a lipase do Penicillium citrinum  ficou praticamente

inativa ao ser incubada durante 1h a 60 °C ( Vide FIGURA 21).

As lipases obtidas de diferentes cepas do Geotrichum candidum tiveram
seus pHs 6timos na faixa de 8,0 a 8,5 ( Hedrich e Spener, 1991 ) e, as
lipases de Rhizopus sp mostraram atividade maxima em pH 8,0 4 37 °C
( Rucka e Turkiewicz, 1990 ). Ja as lipases do Rhizopus japonicus NR
400 tiveram seus pHs otimos em torno de 5 na auséncia de albumina e,
entre 3 e 8 a4 medida que se adicionava 0,01 % da mesma ( Suzuki e col.,
1986 ) apds cada determinacao do pH.

De acordo com Malcata e col. { 1992 ), uma grande parte das lipases de
origem animal exibem pH otimo na faixa alcalina ( entre 8 e 9 ).
Entretanto, dependendo do substrato usado, da presenca de sais € do
tipo de emulsificantes presentes, o pH o6timo pode mudar para faixa
4cida. A maioria das lipases microbianas tém sua atividade maxima enire
56 e 8,5. Em relagdo a temperatura, o 6timo varia entre 30 e 40 °C. A
termoestabilidade das lipases variam consideravelmente, dependendo da
sua procedéncia. Lipases de origem animal e vegetal sdo geralmente
menos termoestéveis do que as lipases microbianas.

71



Producio de Lipases e Sua Aplicacéo na Eliminacéo de Resinas em Lignoceluidsicos

120
100 ¢ o ‘o
< _
— 80
&
=
w
S 60
[H
E
B 40 ¢
-
= : \ i
| 20 ¢ o 4 :
; 0
0! ‘
6 72 8 85 9 10
§‘

FIGURA 18 - Curva de pH da Lipase do Penicillium citrinum no EPP
Atividade Lipolitica ( Método pNPP ) a 37 °C no Tampé&o
TRIS/HCIH 50 mM pH 7,2-9,0

( Condices experimentais Vide 3.2.14.)
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4.2. RESULTADOS E DISCUSSAO DE IMOBILIZAGAO

4.2.1 CARACTERISTICAS DO DACRON MAGNETIZADO

A hidrazindlise do dacron ( FIGURA 19 ) transformou-o da forma de filme
para po, cujas particulas variaram consideravelmente de tamanho.
Observou-se que o tempo de reacio da hidrazinodlise € quem reduz o
tamanho das moleculas do polimero ao hidrolizar as ligacbes tipo éster
entre os mondmeros que o constituem. Algumas particulas, menores que
63 um, obtidas com 72 horas € em menor percentual com 48 horas de
reacdo ( Carneiro Ledo, 1992 ), embora magnetizadas, séo dificieis de
serem recuperadas pelo imé, perdendo-se facilmente nos processos de

lavagem. Por isso necessitou-se fazer uma eliminacdo de particulas em
suspensao antes da magnetizacio.

Obteve-se dacron-hidrazida magnetizado com sucesso a partir de
reagOes entre os ions ferricos e ferrosos em pH alcalino, o qual foi
rapidamente separado do meio reacional durante as lavagens e apos a
imobilizacdo, com um campo magnético. De acordo com Tamaura e col.
( 1986 ), a reagao entre esses ions produziria magnetita ( Fes0. ) que
seria adsorvida irreversivelmente a superficie do suporte. A magnetita é
considerada um oxido misto de ferro, pois apresenta em sua estrutura
cristalina ions férricos e ferrosos, podendo ser obtida por aguecimento do

ferro na presenca de oxigénio ou por aquecimento do 6xido de ferro a
1.000°C, sob vacuo.

De acordo com o Laboratério de Difracdo de Raios X e Espectrometria
( Departamento de Engenharia de Minas, UFPE ), o o6xido de ferro
sintetizado neste trabalho apresentou estrutura compativel com

y-maghemita ( v- Fe»Oz ) ( Camneiro Ledo, 1992 ), que € considerada
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como magnetita cation deficiente, ou seja, como uma variante da

estrutura cristalina da magnetita ( Lindley, 1976 ).

AT
l -H£0 -C-@-C-O—CHQ-CHQ-‘ .
NH» - NH2
CH»>-OH
0 =\ ¢
-CH,-0-C- ©~C-NH-NH2

NaNQO3
HCl

O O

i 1]
-CH»-0-C- @ -C-N3"

O O

n i
1) -CH2-O-C- @ -C-NH-proteina

O 0

I i
2) -CH2—0~C-©~C-S-preteina

0 0
H
3) -CHy-O-C- @*C-O-proteina

FIGURA 19 - Esquema de ativagdo do dacron-hidrazida e possiveis
ligacdes destes derivados com a proteina imobilizada.
( Condigdes experimentais Vide 3.2.7 a 3.2.11)
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4.2.2. IMOBILIZAGAO

Lipases do Penicillium citrinum foram fixadas ao suporte, dacron-hidrazida
magnetizado, provavelmente devido aos grupos azidas introduzidos pela
modificac&o quimica dos mesmos FIGURA 19 ). Entretanto, Oliveira €
Carvalho Jr. ( 1989 ) ndo detectaram a presenca de grupos azidas no
polimero quando usaram o método de Anton modificado. Ou o método
ndo responde ac suporte em estudo, ou esses grupos por ndo serem

muito estaveis sao liberados durante a etapa de ativacéo do suporte.

Os resultados mostraram gque 19 mg do extrato parcialmente purificado
( EPP ) do meio de sulfato de amonio ( MSA ) foram imobilizados por
grama do suporte apos 3 horas de incubagao, mostrando uma atividade
especifica em torno de 73 % da enzima soltvel. Oliveira e col. ( 1989 )
também obtiveram um alto percentual de retengdo ao imobilizarem
amiloglucosidade em dacron. A lipase de Candida rugosa teve 10 % de
retencdo em pérolas de vidro ( Nadruz e col., 1994 ), 2,4% e3a21 %

em microporos de polipropilenc ( Virto e col, 1994: Montero e col.,
1993 ), respectivamente.

Para se evitar a adsor¢do da lipase, que deve ser predominantemente
por forgas hidrofobicas, fez-se necessarias sucessivas lavagens do
derivado nao somente com solugdo de cloreto de sédio 1 M ( Carneiro
Ledo e col., 1991 ), como também com detergente Triton X - 100, ja que 0
dltimo & um dos componentes usado na determinagéo da atividade
enzimatica. A TABELA X mostra os dados da enzima solavel e

imobilizada do Penicillium citrinum.
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TABELA X - Dados da Lipase do Penicillium citrinum no EPP ( solavel )
e DEI ( imobilizada )
( Condigbes experimentais Vide 3.2.5;3.2.12. € 3.2.14.)

Atividade | 0,56 Ul / mg de proteina | 0,41 Ul / mg de proteina
Temperatura °C) 37 37

4.2.3. ALGUMAS PROPRIEDADES CINETICAS DA LIPASE DO
PENICILLIUM CITRINUM NO EXTRATO PARCIALMENTE

PURIFICADO ( EPP ) E NO DERIVADO ENZIMATICO IMOBILIZADO
( DEI)

4.2.3.1. Temperatura Otima e Estabilidade Térmica

FIGURA 20 mostra a temperatura étima para a lipase do Peniciflium
citrinum soldvel e imobilizada. Para ambos os sistemas, a temperatura de

37 °C foi o melhor perfil encontrado.

Observou-se que ao incubarmos a lipase do Penicillium citrinum presente
no EPP ( soluvel ) e no DEI ( imobilizada ) a diferentes temperaturas
durante 1 hora ( FIGURA 21 ), o DEI mostrou-se mais termoestavel do
que a enzima sollvel, permanecendo com 60 % de sua atividade a

50 °C, embora a 80 °C, ambas foram praticamente inativadas.
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Resultados com Candida rugosa imobilizadas em microporos de
polipropileno mostraram que a enzima praticamente foi inativada quando

submetida as mesmas condicdes ( Montero e col., 1993 ).

De acordo com Maicata e col. ( 1992), a estabilidade térmica das lipases
depende da presenca ou ndo de substrato, ja que o mesmo pode
remover o excesso de agua nas vizinhangas da enzima restringindo sua
mobilidade conformacional. Se o dacron magnetizado atuar como uma
barreira entre a enzima e o substrato, a remogao de agua nesse
microambiente pelo substrato poderd n&o ocoITer, deixando a enzima
mais livre (Rucka e Turkiewicz, 1990) e portanto mais disponivel para
reagir com o substrato. Essa mobilidade conformacional poderia justificar
a estabilidade térmica e a alta atividade especifica do DEL
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FIGURA 20 - Temperatura Otima do Extrato Parcialmente Purificado
(EPP) e do Derivado Enzimatico imobilizado (DEI)
# EPP ( solavel )
% DEI ( imobilizada )
{ Condigdes experimentais Vide 3.2.12.)
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FIGURA 21 - Estabilidade Térmica do Extrato Parcialmente Purificado
(EPP) e do Derivado Enzimatico Imobilizado (DEI)
# EPP ( sollivel)
2 DEIl ( imobilizada )
( Condicbes experimentais Vide 3.2.13.)
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4.2.3.2. EFEITO DO pH SOBRE O DEI

A lipase imobilizada incubada em diferentes valores de pH mas com
forca idnica similar ( 50 mM ), mostrou sua atividade maxima em pH 8.5
( FIGURA 22), enquanto a soltvel manteve-se ativa na faixa de 8.0 - 8.5
( TABELA X ). Resultado similar foi obtido com Candida rugosa em
microporos de polipropileno ( Montero e col, 1993 ). A anzima soluvel
mostrou-se ativa nafaixadepH6.2-7.7ea imobilizada em pH 6.8.

De acordo com Macalta e col. ( 1992 ), com poucas excecbes, o pH 6timo
para lipases imobilizadas é igual ou maior do que para as soluveis. A
imobilizacdo parece ceder importantes residuos aminoacidos basicos
cataliticamente importantes. Ou seja, apos a imobilizacéo, o sitio ativo
torna-se mais exposto ao solvente do que estava na forma soluvel e, a
iransferéncia de protons para residuos aminoacidos no sitio ativo da
enzima torna-se menos impedido.
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FIGURA 22 - Curva de pH da Lipase do Penicillium citrinum no DEI
Atividade Lipolitica ( Método pNPP ) & 37 °C nos Tampoes:
O Citrato de Sodio 50 mM pH 3,0-6,0
€& TRIS/HCI 50 mM pH7,2-90
( Condicdes experimentais Vide 3.2.14. )

47233 EFEITO DA CONCENTRAGAO DO SUBSTRATO E DO
SOLVENTE SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA SOLUVEL E
IMOBILIZADA

Sabe-se que a atividade lipolitica € fungédo da concentracéo na interface,
ou seja, da area interfacial por unidade de volume de uma mistura de
reacdo. Entretanto, para se conhecer a area interfacial durante a reagao,
necessita-se de equipamento especializado ( O Connor € Bailey, 1988 ).

Por isso, No Nosso sistema, observou-se o efeito da concentragcao do
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substrato sobre a atividade lipolitica e caiculou-se Km. O Km da lipase
( emulséo ) corresponde a um certo valor dessa concentragdo na
interface ( Benzonana e Desnuelle, 1965 ).

Usando pNPP como substrato ( 37°C, pH 7.2 ), a enzima soluvel e
imobilizada apresentou uma cinética segundo Michaelis-Menten. A lipase
solavel mostrou Km aparente de 235 uM e Vméx 0,99 Ul/mg de proteina,
enquanto a lipase imobilizada mostrou Km de 281 uM e vmax 0,56 Ul/mg
de proteina ( FIGURAS 23 e 24 ). Os valores obtidos para o Km
parecem indicar que a imobilizacdo néo afeta a afinidade da enzima pelo

substrato, embora possa indicar uma maior afinidade da lipase solavel
pelo mesmo.

Os resultados também indicam que a variagéo da concentragéo do pNPP
nao afetou a atividade lipolitica da enzima soluvel e imobilizada até a
concentracdo 795 uM ( TABELA Xi ). Entretanto, ao variarmos as
proporgdes de alcool isopropanol no substrato ( TABELA XIl ), observou-
se uma inibicdo significativa da enzima solavel com solugbes acima de
636 puM, enquanio a imobilizada ndo demonstrou uma aita inibicdo na
mesma faixa de concentracéo ( FIGURAS 25 e 26 ). Carta e col. ( 1992 )
a0 observarem uma inibicdo com etanol em concentracbes acima de 0,2
M, sugeriram que os substratos polares ao se acumularem  no
microambiente aquoso que envolve a enzima ( por serem soldveis em
agua ), podem chegar a um nivel de concentracdo extremamente toxico
para a mesma, causando sua desnaturacdo. De acordo com Warmuth €
col. ( 1994 ), essa inibicao também poderia ser explicada pelo deciinio na
concentracdo de agua na vizinhanga da enzima em altas concentracbes
do substrato, principaimente pela enzima soltvel. Kwon e Rhee ( 1987 )
atribuiram a inibicao do substrato a um aumento na hidrofobicidade do

sistema, ja que o volume e a interface da fase orgénica s&o variados. A
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inibicao seria o resultado das interacdes entre a tributirina ( no sistema

deles ) e a lipase, ou seja, excesso de substrato.

Atividade especifica
{Ul/mg proteina)

0 100 200 300 400 560 600 700 800

[pNPP] uM

FIGURA 23 - Efeito da Concentragdo do pNPP sobre a
Lipase do Penicillium citrinum no EPP ( soluvel )
a37°CepH 7.2
Concentracao do pNPP 8 a 795 uM
( Condigbes experimentais Vide 3.2.15.)
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FIGURA 24 - Efeito da Concentragdo do pNPP sobre a
Lipase do Penicillium citrinum no DEI ( imobilizada )
a37°CepH7.2
Concentracdo do pNPP 8 a 785 uM
( Condicdes experimentais Vide 3.2.15 ).
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FIGURA 25 - Efeito do Isopropanol sobre a Lipase do
Penicillium citrinum no EPP ( soluvel )
a37°CepH 7.2
Concentracéo do isopropanol de 0.1 a 10 %
( CondicOes experimentais Vide 3.2.16.)
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FIGURA 26 - Efeito do Isopropanol sobre a Lipase do
Penicillium citrinum no DEI ( imobilizada )
a37°CepH7.2
Concentracédo do isopropanol de 0.1 a 10%
( CondigOes experimentais Vide 3.2.16.)
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Observou-se também que com a inibicdo da enzima pelo isopropancl,
alterou-se a proporcao usada entre as solucdes A(1mL)eB( 9mL )no
Método pNPP ( Vide 3.2.5. ), € que a razéo entre as mesmas foi caindo
gradativamente a medida que diminuia-se néo somente a concentragao
de isopropanol, mas também dos outros componentes que participavam
das solucdes ( TABELA XIi).

Felizmente ao calcularmos 0s percentuais para cada componente na
TABELA XII, observou-se que as variagbes do Triton x - 100 e da goma
arabica manteve-se praticamente constante, e as de pNPP, as mesmas
observadas para a TABELA Xl, € como foi visto, estas variacdes nao

causam inibicdo enzimatica.

Portanto, a inibicdo da enzima causada pela variacéo da concentragéo do
isopropanol, pode ser um indicativo que a proporgdo usada entre as
solucbes A € B, normalmente usada neste métode devera ser diminuida,

ja que o indice de isopropano! nesta concentracdo ( 10 % ) torma-o
extremamente toxico para a enzima.
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4.2 3.4. Reutilizacdao e Armazenamento

A enzima imobilizada perdeu um total de 25 % de sua atividade apos
cinco determinacdes consecutivas durante um dia ( FIGURA 27 ). Esse
resultado provavelmente é devido a perda de material nas lavagens, ja
que resultados atuais obtidos com Candida rugosa em dacron
magnetizado ( Dissertacdo de Mestrado em andamento, UFPE )
manteve 91 % de sua atividlade sob as mesmas condi¢bes, quando

resultados anteriores com a mesma Candida rugosa tinham apresentados
percentuais baixissimos.

A enzima imobilizada armazenada a 6 °C em tampao Tris / HCl 0,05M,
pH 7,2, reteve 100 % de sua atividade inicial apbs intervalo de 10 dias
( FIGURA 28 ) mantendo um tempo de vida médio em torno de 25 dias,
resultado que também coincidiu com o de Candida rugosa imobilizada no
mesmo suporte ( Dissertacdo de mestrado em andamento, UFPE ).

Observou-se { dados ndo mostrados ) que o suporte € extremamente
instavel ao ser armazenado em tampdes com pH > 6.0. Em pH > 8.0

consegui-se armazena-lo no maximo por 24 horas. Apds, observou-se um
escurecimento do tampéo.
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Atividade Relativa {%)

Namero de Ensaios

FIGURA 27 - Reutilizacdo da Lipase do Penicillium citrinum no DE}
( Imobilizada ). Atividade lipolitica ( Método pNPP } a
37°CepH 7.2

( Condicdes experimentais 3.2.17 )
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FIGURA 28 - Armazenamento da Lipase do Penicillium citrinum
no DEI ( Imobilizada ).

Temperatura de armazenamento 6 °C _
Atividade lipolitica { Método pNPP ) 237 °CepH 7.2
( Condicbes experimentais 3.2.18 )
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO DE RESINAS

4.3.1. ESTUDO SOBRE PITCH

4.3.1.1. Acidos Graxos Livres

Apos extragdo com acetona, o “pitch” liquido, viSCOSO e marrom, presente
no rejeito, ficou em torno de 9% ( Vide 3.2.21. ). Como a frac&o de &cidos
graxos presentes foi a mesma nos dois sistemas, imaginou-se
inicialmente que a enzima utilizada n&o seria apropriada no tratamento de
“pitch”, ou que a mesma ndo conteria triglicerideos. Este ultimo resultado
iria de encontro aos trabalhos de Fischer e Messner ( 1992a; 1992b ) e
Fischer e col.{ 1993 ), que afirmam a predominancia de triglicerideos
como um dos principais componentes presentes no “pitch” , mas que
estaria em acordo com os trabalhos de Ohtani e Shigmoto ( 1991 ), que
indicam a presenca de materiais poliméricos, embora esses compostos
sejam excepcionais quando comparados com outros composios
encontrados no “pitch” por outros autores.

Entretanto, a presenca de acidos graxos livres no “pitch”, sem hidrolise,
fez-nos imaginar sobre a possibilidade de ter havido desnaturacéo da
enzima devido a agitacdo ( 300 rpm ) durante a reagdo enzimatica. Por
isso, em um segundo experimento, considerou-se 0s parametros
mostrados na TABELA XIil.

Como esperado, todos os ensaios com as amostras de rejeito / “pitch”
apresentaram acidos graxos livres. O ensaio P, considerado como “pitch”
nativo ( in natura ), apresentou 0,295 pg de acidos graxos livres. Nas
condicdes de agitacdo do ensaio enzimatico P, liberacdo de um total de
0,494 ug de acidos foi observada, indicando que a agitacdo produziria

hidrolise de ésteres. Contudo, quando adicionou-se lipase de Candida
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rugosa, houve um aumento significative dos acidos graxos totais,
indicando um valor de acidos totais de 0,357 ug de 4cidos graxos livres

pela hidrélise enzimatica ( Ps ).

Como fortes agitacdes podem desnaturar a enzima ( FIGURA 29 ), esse
resultado sugere que poderiamos aumentar a quantidade de acidos
graxos livres, se tratdssemos inicialmente a polpa com forte agitacao,

para depois traté-la com enzima e agitagdo moderada.

A FIGURA 30 mostra a separacio obtida através da cromatografia de
camada fina ( TLC ), utilizando-se placas de silica, dos ensaios com as
amostras de rejeito / “pitch” analisadas pelo Método do Cobre ( Kwon e
Rhee, 1986 ). Da esquerda para a direita temos: padréo de acido oleico,
P4, Ps, P2, P4, € padrio de trioleina. O resultado da polpa P4 foi excluido,
devido a problemas no ensaio enzimatico. Todas as amostras
apresentaram manchas na faixa de acidos graxos, com P; um pouco

mais acentuada do que as outras, confirmando os resultados analisados
pelo Método do Cobre.
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TABELA Xli - Acidos Graxos Livres Apés Extragdo com Acetona

( Condicbes experimentais Vide 3.2.19e3.2.20)

sem enzima

sem enzima

com enzima

com agitacéo

CONDICOES com agitacdo sem agitago
EXPERIMENTAIS
30°C 30 °C 30 °C
ug ACIDOS
GRAXOS . e
LIVRES /0,1 mL 0,494 0,295 0,851
"AMOSTRA
0,6 1.7

RAZAO

R
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FIGURA 29 - Efeito da Agitacdo sobre a Atividade da Lipase de Candida

rugosa. Atividade Lipolitica { Método pNPP ) & 37°C em
tampao TRIS / HCl 50 mM pH 7,2.
( Condicdes experimentais Vide 3.2.24 )
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AQ Ps Ps P Py TA

FIGURA 30 - Cromatograma ( TLC )de Acidos Graxos Livres Apés
Extracdo com Acetona.
Padrées de acido oleico ( AO ) e Trioleina ( TA )
Produtos das amostras de rejeito / “pitch” :
P; - catalisado por Candida rugosa;
P, - submetido a forte agitacao;
P, - nativo.

( Condicbes experimentais Vide 3.2.21 € 3.2.22 )
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105

45

Area dos Picos (%)

30

sio/

Tempo de Reacéo {horas)

FIGURA 31 - Areas Relativas Obtidas Afravés dos Cromatogramas
{ HPLC ) Provenientes da Reac&o Enzimatica de Rejeito /
“pitch” com Candida rugosa as temperaturas de

30°C{ ~7e45°C{ —7 nostempos(; 1,6 e 12 horas
( Condicbes experimentais Vide 3.2.21 € 3.2.23).
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4.3.3. EXTRATIVOS HIDROFILICOS E LIPOFILICOS
4.3.3.1. Espectros de infravermetho

No APENDICE |, Ii, Iil e IV encontram-se espectros de infravermelho
obtidos a partir dos extrativos hidrofilicos e lipofilicos provenientes das
amostras de rejeito / “pitch” ( Vide 3.2.21. e 3.2.25. ).

As amostras obtidas a partir dos filtrados de agua € tamp&o no
APENDICE 1 ( FIGURAS 1 e 2 ) apresentaram principaimente as

seguintes bandas:

e a presenga de uma banda em 3.500 - 3200 cm™? | devido ao
estiramento da ligacdo O-H, tipica de alcoois e fendis;

« uma banda em 1580 - 1450 cm™® |, devido ao estiramento das ligacdes
C=C em hidrocarbonetos aromaticos;

e uma banda em 1205 - 1050 cm’’ . devido ao estiramento da ligacéo do
C-O em élcoois e fendis;

As amostras extraidas com acetona e diclorometano ( FIGURAS 3, 4, §
e 6 no APENDICE | ) apresentaram no geral as principais bandas de
absorgao:

 a presenca de uma banda larga em 3400 cm' |, caracteristica de OH;

« bandas de absorcdo em 2925 cm’ e 2853 cm’ , devido aos
estiramentos assimétricos e simétricos de CH,, respectivamente;

« as bandas de absorgio em 1735 cm™ , devido a presenca de ésteres
alifaticos;

e uma banda de absorcdo de intensidade moderada em

1636 cm™ , devido ao estiramento da ligacdo C=C em olefinas nao
conjugadas,
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e bandas de absor¢do em 1377 e 1460 cm’', caracteristicas de
deformacdes angulares simétricas de CHs e CH;, respectivamente;

« a absorcdo de uma banda em 1050 em™, atribuida ao estiramento da
ligagao C-O, indicando a presenca de hidroxila alcodlica de alcool
primario; e

o uma banda em tomo de 722 cm”, devido a deformacé&o angular
assimétrica no plano de CHz;

Comparando as FIGURAS 3 e 5, cujas amostras de rejeito / “pitch” néo
foram submetidas a um processo de lavagem, as FIGURAS 4 e 6 que
foram submetidas, observou-se uma redugao significativa da banda na
" regido de 3500 - 3200 cm ™.

No APENDICE 1l encontram-se espectros do padrdo acido oleico
({ FIGURA 7 ), da amostra do rejeito / “pitch” cujos acidos graxos foram
liberados apds lavagem com NaOH 0,1 N ( FIGURA 8 ), assim como
espectros de infravermelho obtidos das polpas lavadas com
concantracbes diferenciadas de NaOH ( FIGURAS 9 - 11).

Os espectros mostrados nas FIGURAS 7 e 8, além de apresentarem as
bandas de absorcdo em 2925 em™ e 2853 cm™ |, devido aos estiramentos
assimétrico e simétrico de CH,, respectivamente; uma banda em 1460
cm!, caracteristica de deformagdes angulares simétricas de CH;; e uma
banda em torno de 722 cm™, devido a deformago angular assimétrica no
plano de CH, , apresentaram uma banda proveniente do estiramento da
ligacdo C-O e, da deformagéo angular do O-H, ambas ocorrendo em
1280 cm™' : e uma banda na regiéo de 1720 - 1706 em™ caracteristica do
grupo C=0. Estas duas ultimas, tipicas de acidos carboxilicos.

Os espectros mostrados nas FIGURAS 9 - 11 apresentaram
principalmente as bandas de absorgdo em 2925 cm' e 2853 cm’
( estiramentos assimeétrico e simétrico de CH: ); bandas de absor¢do em
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1377 e 1460 cm™ ( deformacées angulares simétricas de CHz e CHs ,
respectivamente ); e uma banda em torno de 722 ecm” ( deformacéo
angular assimétrica no plano de CH, ). Todas tipicas de hidrocarbonetos
saturados.

No APENDICE lil ( FIGURAS 12 -16 ) encontram-se os espectros de
infravermelho obtidos das amostras de rejeitc / “pitch” que foram
submetidas a uma extracao seletiva com solventes.

Na FIGURA 12 encontra-se o espectro da amostra extraida com hexano.
As principais bandas de absorgbes encontradas sdo semelhantes as
apresentadas nas FIGURAS 9 - 11, ou seja, € uma amostra tipica de
hidrocarboneto saturado. As amostras extraidas com cloroformio
( FIGURA 13 ), diclorometano ( FIGURA 14 ) e acetona ( FIGURA 15)
apresentaram espectros cujas bandas de absor¢des equivalem as
citadas nas FIGURAS 3 - 8, ou seja, sdo espectros cujas amostras
apresentam uma mistura de hidrocarbonetos, acidos e ésteres. A amostra
extraida com agua { FIGURA 16 ) mostrou em espectro semelhante ao
apresentado na FIGURA 1 ( APENDICE I ).

No APENDICE IV ( FIGURAS 17 - 22 ) encontram-se 0s espectros das
amostras submetidas a reag&o enzimatica com a lipase de Candida
rugosa. As bandas de absorcdes apresentadas s&o semelhantes as
obtidas para os espectros das FIGURAS 3 - 6, o que indica a presenca

de ésteres nessas amostras. Resultados compativeis aos obtidos com
HPLC ( Vide 4.3.2.).

De acordo com Silverstein e col. ( 1979 ), as bandas de absorcéo
descritas nas FIGURAS 3 - 22 indicam principalmente a presenca de
hidrocarbonetos saturados, ésteres, e &cidos monocarboxilicos de
cadeias longas nos extrativos lipofilicos.
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As bandas de absorcdo apresentadas nas FIGURAS 1, 2 e 16 , assim
como a reducdo apresentada na banda de 3500 - 3200 ¢cm’ nas
FIGURAS 4 e 6 ( APENDICE 1 ), indicam eliminacéo de alcoois, fendis e
provavelmente carbohidratos nos extrativos hidrofilicos. Esses resultados
sugerem que lavagens preliminares das polpas sob agitagdo com agua e
tampao, liberam substancias coloidais que também poderiam contribuir
para a formacéo do indesejado “pitch”. De acordo com Ohtani ( 1994 ),
esse “pitch coloidal é liberado na agua e depositado sobre os
equipamentos durante operag0es mecanicas processadas no
refinamento, devido as lavagens insuficientes pelas quais as polpas séo
submetidas.

4.3.3.2. Cromatografia Gasosa

Para uma methor compreensdo das substancias presentes no “pitch”,
fez-se uso do GC - MS para caracterizacdo de algumas amostras
extraidas do rejeito / “pitch”. No geral, os métodos usados para a
preparacdo de eésteres metilicos de acidos graxos envolvem uma
hidrélise da amostra, seguida de esterificacdo dos acidos graxos livres. O
método utilizado neste trabalho foi desenvolvido por Maia ( 1992 ) a partir
dos aspectos vantajosos dos Métodos de Metcalfe e col. ( 1966 ) e de
Hartman e Lago ( 1973 ). Cromatogramas de acidos graxos obtidos pelo
método proposto ao serem comparados com os obtidos pelo método de
Metcalfe, ndo apresentaram diferencas significativas ( Maia, 1992 ).

A identificacdo dos principais picos presentes nos cromatogramas
( APENDICES V - IX ) foi feita por comparacdo de seus respectivos
espectros de massas, com espectros de massas padrboes auténticos
disponiveis € armazenados no banco de dados do GC-MS ( Instituto de
Quimica - UNICAMP ), assim como aqueles relatados pela literatura.
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Os cromatogramas com seus respectivos espectros de massa na maioria
apresentaram os seguintes resultados:

A amostra de rejeito / “pitch” in natura submetida a lavagem com solugéo
de NaOH 0,1 N ( APENDICE V ), por ter seus &cidos extraidos,
apresentou dentre os varios picos, os principais fragmentos m/e 43, m/e
57 e m/e 85 iguais aos encontrados para a amostra extraida com
hexano ( APENDICE V1),

De acordo com Silverstein e col. ( 1979 ), a seqgliencia de fragmentacao
para hidrocarbonetos lineares saturados se caracterizam pela
aglomeracdo de picos afastados um dos outros por 14 unidades de
massa (CH,), onde os picos mais intensos ocorrem no Cs ( mie 43 ) e
Cs ( m/e 57 ). Os espectros para hidrocarbonetos saturados ramificados
além de serem muito parecidos aos dos hidrocarbonetos lineares,
apresentam 0s picos m/e 85 e m/e 169 correspondentes a quebra em
cada lado da ramificacdo. A presenca de um pico M-15 confirma a
existéncia de ramificagéo.

As fragmentagbes apresentadas poderiam ser de cetonas alifaticas ja
que também ocorrem a m/e 43 ou 57 ou 71. Entretanto, estas
fragmentacées s&o mais comuns quando o grupo alquila € Cz, pois
quando € maior ou igual a Cs, a quebra da ligacao se da por um rearranjo
de Mclafferty e produzindo picos maiores a m/e 58 ou 72 ou 86.

A amostra extraida com diclorometano ( APENDICE VI ) e uma das
amostras submetidas a reacdo enzimatica ( th, 45 °C ) ( APENDICE Vil )
além de apresentarem na sua maioria 0s mesmos fragmentos das
amostras acima, apresentaram os picos em m/e 74 ( C3HesO2" ), formado
através do rearranjo de Mclafferty, e mfe 87 ( CsH:0." ) também
presentes nos fragmentos do padrao acido oleico ( APENDICE IX ),
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Esteres metilicos de acidos alifaticos ndo ramificados no Carbono-q,
geraimente da um pico intenso a m/e 74, considerado como pico base de
ésteres metilicos lineares de Cs - C26. Ja 0s ésteres metilicos nos quais a
fracdo acida & predominante, as fragmentagdes C-C devido a ions alquila
ocorrem em mv/e ( 29, 43, 57...) e aos ions contendo oxigénio ocorrem em
mle { 59, 73, 87...),. analogos aos dos acidos livres.

Amostras apresentando como fragmentos principais ions com nuamero de
massa impar m/e ( 27, 29, 41, 43, 55, 57 e 59 ), foram identificados como
sendo de hidrocarbonetos por Maia ( 1992 ) ao estudar o percentual de

acidos graxos em peixes de agua doce.

Espectros de massas de substédncias padrbes disponiveis no GC - MS
( Intituto de Quimica - UNICAMP ), ao serem comparados com os
espectros obtidos das amostras em estudo e da amostra padrao de acido
oleico, indicaram que a maioria dos fragmentos apresentados pelos
mesmos sa8o0 tipicos de hidrocarbonetos. Exceto pelos fragmentos
apresentados pelo acido oleico, € em menor proporcéo, pelas amostras
provenientes do cloroformio e da reagdo enzimatica que apresentaram
picos caracteristicos de acidos monoendicos ou moncinsaturados e
ésteres metilicos.

Esses resultados estdo em acordo com os obtidos por Chen e col.
( 1994 ), que ao estudarem algumas espécies de madeira no Canada,
também encontraram um alto indice de ésteres e graxas e baixos
percentuais em triglicerideos; e com os obtidos por Ohtani { 1994 ), que
afirma que polpas originadas de climas temperados ou quentes, contém
hidrocarbonetos alifaticos polimerizados como causa priméria para
problemas de “pitch”.
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4.3.3.2. Polpas

Os ensaios realizados com amostras de polpa obtida no verdo de 1996,
nac indicaram a presenca de "pitch” nos extrativos lipofilicos, mas
apresentaram substancias coloidais semelhantes as observadas com 0s
ensaios das amostras de rejeito /’pitch” ( resultados ndo mostrados ).
Esse resultado esta em acordo com Fischer e Messner ( 1992a ) que

relacionam a formacao de “pitch”, entre outros fatores, com as estacdes
do inverno e da primavera.
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5. CONCLUSOES

O fungo filamentoso, Penicillium citrinum, produziu lipases em ambos 0s
meios, MEL e MSA,

Ao final da fermentacéo, a morfologia do Penicillium citrinum apresentou-

se em forma esférica no MEL e filamentosa no MSA;

A lipase do Penicilium citinum apresentou um maximo na sua atividade
especifica quando cultivada no meio MSA ( 0,7 Ul / mg de proteina );

O sulfato de amdnio ( 80 % saturacdo ) ndo mostrou-se satisfatorio
quando usado para concentracéo de proteinas. Membranas de ultrafiltros
da Millipore mostraram-se mais eficazes;

A lipase do Penicillium citrinum manteve sua atividade inaiterada apds 60
dias de armazenamento em temperatura de 6 °C, quando acondicionada

no proprio extrato parcialmente purificado;

A lipase do Penicillium citrinum soluvel manteve seu pH 6timo entre

8,0 - 8,5, e sua temperatura 6tima em 37 °C;

O suporte dacron-hidrazida magnetizado foi obtido com sucesso a partir
de reacdes entre os ijons férricos e ferrosos em pH alcalino, o qual foi
rapidamente separado do meio reacional durante as lavagens e apés a
imobilizagado, por um campo magnético,

A lipase do Penicillium citinum foi imobilizada no suporte dacron-
hidrazida magnetizado, mostrando uma atividade especifica de 73 % da
enzima soluvel;
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O pH étimo da lipase do Penicillium citrinum imobilizada ficou em 8,5, e

sua temperatura 6tima em 37 °C;

A lipase imobilizada mostrou-se mais termoestavel do que a lipase

solavel,

A lipase solivel mostrou um Km aparente de 235 pM, enquanto a

imobilizada apresentou um Km 281 uM, indicando que a imobilizagao nao

afeta a afinidade da enzima pelo substrato;

A variacdo da concentracdo de pNPP n&o afetou a atividade da enzima
solGvel e imobilizada,

A variacdo da concentracdo do isopropanol afetou significativamente a
atividade da enzima soluvel, enquanto a enzima imobilizada né&o

demonstrou a mesma inibigao em solugdes acima de 636 uM;

Devido ao alto percentual de isopropanol { 10 % ) presente na solucéo de
pNPP, a propor¢éo 1.9 entre as solugbes A ( pNPP/isopropanol ) e
B ( Tampao/goma arabica/Triton x-100 ) utilizadas no método do pNPP
devera ser reduzida, ou concentracdes inferiores a 795 uM,
normalmente empregadas na preparacdo da solu¢do A, deverdo ser

alteradas para 636 ou 477 pM;

A atividade da enzima imobilizada apresentou 75 % de sua atividade
apos cinco ensaios consecutivos no mesmo dia;

A enzima imobilizada manteve 100 % de sua atividade inicial apos
intervalo de 10 dias;
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Fortes agitacdes ( 300 rpm ) podem causar hidrolise de ésteres, assim
como podem causar desnaturacdo na lipase de Candida rugosa apés
5 horas de reacdo enzimatica,;

O Método do Cobre ( Kwon e Rhee, 1986) mostrou-se pratico e eficiente
na determinacao de acidos graxos livres presentes no “pitch’;

A acetona mostrou-se como um solvente alternativo para extracdo de
“pitch”, o que a torna atrativa por seu baixo custo;

A lipase de Candida rugosa hidrolisou os ésteres presentes nas amostras
de rejeito / “pitch”;

Lavagens adequadas da polpa com agua, eliminam substancias coloidais
que contribuem para a formagéao do indesejado “pitch”;

Amostras de rejeito / “pitch” submetidas a lavagens com solugdes de
NaQOH em diferentes concentracoes ( 0,1; 0,5 e 2,0 N ), tiveram seus
acidos graxos livres tciaimente eliminados; Solugdes 0,1 N de NaOH,
geralmente usadas nas lavagens das polpas para eliminagcdo de acidos
graxos livres apos hidrolise enzimatica, mostraram-se eficazes na
eliminacao dos mesmos;

As amostras de rejeito / “pitch” obtida na primavera de 1994
apresentaram 9 % de “pitch®, com todos os ensaios realizados a partir
dessa amostra apresentando acidos graxos livres, inclusive o “pitch” in

natura;

O “pitch” obtido a partir da amostra de rejeito / “pitch” na primavera de
1994, apresentou-se como um material complexo, composto
principalmente por hidrocarbonetos e, em menor proporgéo, por acidos
monosaturados e ésteres de cadeias longas, assim como, por
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substancias coloidais presentes nos extrativos hidrofilicos; Na amostra de
polpa obtida no veréo de 1986 néo observou-se a formagao de pitch.
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6. PERSPECTIVAS

O étimo resultado obtide com o armazenamento da lipase do Penicillium
citrinum no préprio filtrado do meio MISA podera ser utilizado em estudos
posteriores, visando a utilizacao dessa lipase parciaimente purificada em
larga escala;

O suporte dacron-hidrazida magnetizado podera ser melhor utilizado em
escala industrial, se um estudo sobre ¢ efeito do pH fosse realizado
durante a imobilizacdo da enzima e armazenamento do derivado
enzimatico imobilizado. Dessa forma, as enzimas imobilizadas nesse
suporte poderdo ter melhoradas suas atividades especificas e
estabilidades ao armazenamento;

Resultados obtidos com os extrativos hidrofilicos nas amostras de “pitch”
indicaram a presenca de substancias que ndo podem ser hidrolizadas por
lipases. Um estudo sobre o tratamento dessas substancias com celulases
e hemicelulases poderiam levar a uma reducéc do indice das mesmas,
tornando desnecessérias as lavagens prévias com agua;

Como a presenca de “pitch”, entre outros fatores, esta relacionada com
as estagdes, um estudo sobre a formacdo de “pitch® com amostras
colhidas durante todas as quatro estacbes do ano, forneceria dados
sobre as épocas de maior incidéncia dos mesmos. Esses dados seriam
de relevancia para a industria papeleira.

112



5. REFERENCIAS

Al-Duri, B.; Robinson, E.; Mcnerlan, S. e Bailei, P., JAOCS, 1995,
2, 1351 - 1358.

Akoh, C.C.; Cooper,C. e Nwosu, C.V., JAOCS, 1992, 69, 257 - 260.

Arroyo, M. e Sinisterra, J.V., J. Org. Chem., 1994, 59, 4410 - 4417,

Baldessari, A.; lgiesias, L.E. e Gros, E.G., Biotechnol. Lett., 1994, 186,
479 - 484.

Bamber, R.K. APPITA, 1985, 38, 210 - 216.

Barreto, S. P.D O.; Melo, E. H. M.; Lima Filho, J. L.; Duarte Coelho, A.C.
e Kennedy, J. F., Cellulosics: Pulp, Fibre and Environmental
Aspects, eds: J. F. Kennedy; G. O., Phillips and P.A_, Williams, 1993,
31 -36.

Basri, M.; Ampon, K.; Wan Yunes, W.M.Z.; Razak, C.N.A. e Salleh,
A.B., J. Chem. Technol. Biotechnol., 1994, 59, 37 - 44,

Basri, M.; Ampon, K.; Wan Yunes, W.M.Z.; Razak, C.N.A. e Salleh,
A.B., JAOCS, 1995, 72, 407 - 411. ,

Bendikene, V. G.; Juodka, B. A.; Kazlauskas, R. M.; Tautkus, C. A
Matulionis, E. A. e Sudavichius, A. A., Appl. Biochem. Microbiol.,
1995, 31, 393 - 399.

Benzonana, G. e Desnuelle, P., Biochim. Biophys. Acta, 1965, 105,
121 - 136.

Bezborodov, A.M., Appl. Biochem. Microbiol., 1995, 31, 18 - 23.

Bisht, K.S. e Parmar, V., Tetrahedron:Asymmetry, 1993, 4, 957 - 958.

Bjorkling, F.; Erik, S. e Kirk, O., TIBTECH, 1991, 9, 360 - 363.

Bianchette, R.A.; Farrell, R.L.; Burnes, T.A.; Wendler, P.A.; Zimmerman,

W.; Brush, T.S. e Snyder, R.A., TAPPI J. ,1992, 75, 102 - 106.

Brahimi-Horn, M.C.; Guglielmino, M.L.; Elling, L. and Sparrow,L.G.,

Biochim. Biophis. Acta, 1990, 1042, 51 - 54.

113



Carneiro Ledo, AM.A.; Oliveira, EA e Carvalho Jr., L.B. Appl
Biochem. Biotechnol., 1991, 31, 53 - 58.

Carneiro Ledo, AMA., Dissertacdo de Mestrado, Departamento de
Bioguimica, UFPE, 1992.

Carta, G.; Gainer, J.L. e Gibson, M.E., Enzyme Microb. Technol.,
1992, 14, 904 - 910.

Chang, M.K.; Conkerton, E.J.; Chapital, D. and Wan, P.J., JAOCS,

1994, 71, 1173 - 1175,

Chibata, |.; Tosa, T.; Sato, T.; Mori, T., Methods Enzymol., 1976, 44,
746 - 759.

Chen, T.; Wang, Z., Gao, Y.; Breuil, C. e Hatton, J.V., APPITA , 1994,
47, 463 - 466.

Colton, 1.J.; Ahmed, S.N. e Kazlauskas, R.J., J. Org. Chem., 1995, 60,
212 - 217.

Coughlan, M. P, Kierstan, M.P.; Border, P.M.; Turner, APF.,
J. Microbiol. Methods, 1988, 8, 1 - 50.

Dugas, H., Biorganic Chemistry - A Chemical Aproach to Enzyme
Action, 2nd Ed., Springer-Veriag, 1989, 651p.

Duran, N. e Esposito, E., Quim & Ind. (Chile), 1992, 17 - 23.

Duran, N.; Esposito, E. e Araljo Neto, J.S., O Papel, 1995, 12, 68 - 85.

Dreishbach, D. e Michalopoulos, D.L., TAPPI J., 1989, 72,129 - 134.

Ebike, H. e Achiwa, K., Tetrahedron:Asymmetry, 1994, 5, 1447 - 1450.

Esau, K. Plant Anatomy, N.Y., J. Wiley, 1965, 767p.

Esau, K., Anatomia das Plantas com Sementes. Sdo Paulo, Edgard
Bliicher / EDUSP, 1974, 293p.

Faber, K., Biotransformation in Organic Chemistry, Springer - Verlag,
New York, 1992, 315p.

Farrel, R.L.; Blanchette, R.A; Brush, T.S., Hadar, Y., lverson, S,
Krisa, K.; Wendler, P.A. € Zimmerman, W., J. Biotechnol., 1993,
30, 115- 122.

114




Fengel, D. e Wegener, G., Wood: Chemistry, Ultrastructure,
Reactions. Walter de Gruyter, N.Y., USA, 1984, 613p.

Ferraboschi, P.; Grisenti, P Manzocchi, A. e Santaniello,
E. Tetrahedron: Asymmetry, 1994, 5, 691 - 698.

Ferraboschi, P.; Casati, S.; Verza, E. e Santaniello, E. Tetrahedron:
Asymmetry, 1995, 6, 519 - 524.

Fischer, K. e Messner, K., TAPPI J., 19923, 75, 130 - 134.

Fischer, K. e Messner, K., Enzyme Microb. Technol., 1992b, 14,
470 - 473.

Fischer, K.; Puchinger, L.; Schioffer, K.: Kreiner, W. e Messner, K, J.
Biotechnol., 1993, 27, 341 - 348.

Fujita, Y.; Awaji, H.; Taneda, H.; Matsukura, M.; Hata, K.; Shimoto, H,;
Sharyo, M.; Sakaguchi, H. e Gibson, K., TAPP1 J., 1992, 75, 117 - 122.

Gaspar, J. e Guerrero, , Tetrahedron:Asymmetry, 1995, 6, 231 - 238.

Guesdom, J.L. e Avrameas, S., Immunochemistry, 1977, 14, 443 - 447.

Guesdom, J.L. e Avrameas, S., Appl. Biochem. Bioeng., 1981, 3,
207 - 232.

Hartman, L. e Lago, R.C.A,, Lab. Prac., 1973, 94, 475 - 476.

Hartmeier, W.; Hermann, T. Kox, G.; Grello, J, Meded. Fac.
| andbouwwet, Rijksuniv. Gent., 1995, 60, 1843,

Hansen, T.V.; Waagen, V.; Partali, V.; Anthonsen, H.W. e Anthonsen, T.,
Tetrahedron: Asymmetry, 1995, 6, 499 - 504.

Haraldsson, G.G.; Gudmundsson, B. 0. e Almarson, O., Tetrahedron,
1995, 51, 941 - 952.

Hedrich, H.C. e Spener, F., Enzyme Microb. Technol., 1991, 3,
840 - 847.

Hof, R.P. e Kellog, R.M., Tetrahedron:Asymmetry, 1994, 5, 691 - 698.

Hoga, M.E.T. In: Celulose e Papel. Tecnologia de Fabricacao da Pasta
Celuldsica. IPT, Séo Paulo, Brazil, 1988.

IPT. In: Celulose e Papel. Tecnologia de Fabricacdo da Pasta
Celulésica. 2nd Ed. Séo Paulo, Brazil, 1988.

115




Inada, Y.; Ohwada, K.; Yoshimoto, T. ; Kojima, S., Takahashi, K.; Kodera,
Y.: Matsushima, A.; Saito, Y., Biochem. Biophys. Res. Commun,,
1987, 148, 392 - 396.

Jorddo, R.C.C., Dissertagéo de Mestrado, Departamento de Bioquimica,
UFPE, 1994.

Kalaratis, P.; Regenye, R W.; Portridge, J.J.; Coffen, D.L., J. Org. Chem.,

1990, 55, 812 - 813.

Kantelinem. A.; Jokinen, Q.; Sarkki, M.L.; Pettersson, C.; Sundberg, K.
Eckerman, C.; Ekman, R. e Holmbom, B., 8th International
Symposium on Wood and Pulping, Chemistry, Helsinki, Finiand,
vol. 1, 1995.

Kemeny, D.M. e Challacombe, S .J.In: Elisa and Other Solid Phase
Immunoassays, N.Y., John Wiley & Sons Ltda, 1988.

Kennedy, J.F. e Cabral, JM.S., In: Biotechnology, Weinheim, VCH
Verlagsgeselischaft, 1987, 7a, 349 - 404.

Kosugi, Y.; Takahashi, K; Lopez, C., JAOCS, 1995, 72, 1281-1285.

Kwon, D. Y. e Rhee, J.S., JAOCS, 1986, 63, 89 - 92.

Kwon, D. Y. e Rhee, J. S, Korean J. Chem. Engin., 1987, 9, 709 - 714.

Leemputten, E.V. e Horisberger, M., Biotechnol. Bioeng., 1974, 16,
385 - 396.

Lindley, D.H. In: Oxide Minerals, Reviews in Mineralogy, Michigan,
Brookcrafters, Inc., 1976.

Linko, Y.Y € Yan Wu, X, J. Chem. Tech. Biotechnol., 1996, 65,
163 - 170.

Lovey, R.G.; Saksena, AK. e Girijavallabham, Tetrahedron Lett., 1994,
35, 6047 - 6050.

Lowry, O.H.; Rosenbrough, N.V.; Farr, R.V. e Randall, R.V., J. Bio.
Chem., 1951, 193, 265 - 275.

Macrae, A.R., Extracellular Microbial Lipases In: Microbial Enzymes and
Biotechnol., Fogarty, W.M. (Ed) App!. Sci. Publishers, London,

1983, 225 - 250

16




Maia, E. L., Tese de Doutorado, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
UNICAMP, 1992,

Malcata, F. X.; Reyes, H.R.; Garcia, H.S.; Hell, C.G. e Amundson, C.H.,
Enzyme Microb. Technol., 1992, 14, 426 - 446.

Maliszewska, 1. e Mastalerz, P., Enzyme Microb. Technol., 1992, 14,
190 -193.

Margolin, A.L., Enzyme Microb. Technol., 1993, 15, 226 - 280.

Melo, E.H.M., Dissertacdao de Mestrado, Departamento de Bioguimica,
UFPE, 1984.

Metcalfe, L. D.; Anal. Chem., 1966, 38, 514 - 515.

Mizuguchi, E.; Achiwa, K.; Wakamatsu, H. e Terao, Y., Tetrahedron:
Asymmetry, 1994, 5, 1407-1410.

Montero, S.; Blanco, A.; Virto, M.D.; Landeta, L.C.; Agud, |.; Solozabal,
R.; Lascaray, JM. de Renobales, M., Llama, M.J. e Serra, J.L,,
Enzyme Microb. Technol., 19893, 15, 238 - 247.

Mukerjee, K.D.; Kiewitt, |. and Hills, M.J., Appl. Microbiol. Biotechnol.,
1993, 40, 489 - 493.

Mustranta, A.; Forsseli, P. e Poutanem, K., Enzyme Microb. Technol.,
1993, 15, 133 -138.

Nadruz, W.; Ledo, L.C.; Krieger, N.; Pimentel, M.C.B.; Lendighan, W,
Melo, E.H.M.; Lima Filho, J.L. e Kennedy, JF., Gen. Engin.
Biotechnol., 1994, 14, 143 -148.

Nair, M.S. e Anilkumar, A.T., Biotechnol. Lett., 1994, 16, 161-162.

Nicolosi, G.; Patti, A.; Piattelli, M. e Sanfilippo, C., Tetrahedron :
Asymmetry, 1995, 6, 519 - 524.

Nothenberg, M., Quimica e Derivados, 1991, 5, 283.

O’'Connor, K. C. e Bailey, J. E., Enzyme Microb. Technol., 1888, 10,
352 - 356.

Qliveira, E.A.; Siiva, M.P.C.; Figueiredo, Z.M.B_; Carvalho Jr., L.B., Appl.
Biochem. Biotechnol., 1889, 22, 109 -114.

117




Oliveira, E.A. e Carvalho Jr., Brazilian J. Med Biol. Res., 1989, 22,
29 - 30.

Okahata, Y.; Tujimoto, Y. e ljiro, K., J. Org. Chem,, 1995, 60, 2244 - 2250

Ohtani, Y., APPITA, 1993, 46, 39 - 43.

Ohtani, Y. e Shigmoto, T., APPITA, 44, 1991, 29 - 44,

Park, Y K. e Pastore, G.M., Cienc. Tecnol. Aliment., 1989, 8, 163 -171.

Patel. M. T.; Nagarajan, R. e Kilara, a,, Biotechnol, Appl. Biochem,
1995, 22, 1-14.

Pimentel, M.C.B.; Krieger, N.; Coelho, L.C.C.B.; Fontana, J.; Melo,
EHM.: Ledinghan, W.N. e Lima Filho, J.L., Appl. Biochem.
Biotechnol, 1994, 49, 59 - 74.

Pimentel, M.C.B., Tese de Doutorado, Instituto de Quimica, UNICAMP,
1995.

Powell, LW., In: Microbial Enzymes and Biotechnology, london,
Elsevier Science Publishers, 1990.

Quax, W.J. e Broekhuizen, C.P., Appl. Microbiol. Biotechnol., 1994, 15,
266 - 280.

Rapp, P. e Backhauss, S., Enzyme Microb. Technol., 1992, 14,
938 - 943.

Ratto, M.; Kantelinen, A.; Bailey, M. e Vukari, L., TAPPI J., 1993, 76,
125 -128.

Ratledge, C., J. Chem. Tech. Biotechnol., 1992, 55, 397- 414.

Rawn, J.D., Biochemistry, Neil Patterson Publ., Burlingtom, N.C. USA,
1989, 1105pp.

Robin, S.: Zhu, J., Galons, H.; Pham-Huy, C.; Claude, J.R.; Tomas, a. e
Viossat, B., Tetrahedron: Asymmetry, 1995, 6, 1249 -1252.

Rucka M. e Turkiewicz, B., Enzyme Microb. Technol., 1990, 12, 52 - 55.

Ruckenstein, E. e Wang, X., Biotechnol. Techniques, 1993, 7, 117-122.

Santaniello, E.; Ferroboshi, P. e Grisenti, P., Enzyme Microb. Technol.,
1993, 15, 266 - 280.

118




Santiago, M.F.S., Tese de Mestrado, Universidade Federal de Vicosa,
1993.

Sidaway, S., TAPPI J., 1988, 761, 47 - 51.

Silverstein, R. M.; Bassler, G.C. e Morrell, T. C., Identificacao
Espectrométrica de Compostos Organicos, Guanabara, RJ, 1979,
299p.

Shetty, C. S.; Greer, C. S. e Laubach, G. D., TAPPI J., 1994, 77, 91- 96.

Sonnet, P.E., JAOCS., 1988, 65, 900 - 904.

Stamatis, H.; Xenakis, A.; Kolisis, F.N., Biotechnol. Lett., 1993, 15,
471 - 476.

Stinson, S.C., Chem. Eng. News, 1994, 19, 38 - 72.

Sundberg, A.; Ekman, R.; Holmbom, B.; Sundberg, K. e Thornton, J.,
Appl. Paper Chem., 1993, 1, 226 - 231.

Suzuki, M.; Yamamoto, H. e Mizugaki, M., J. Biochem., 1986, 100,
1207 - 1213.

Sztajer, H. e Maliszewska, |., Enzyme Microb. Technol., 1988, 10,
492 - 497.

Tamaura, Y.; Takahashi, K_; Kodera, Y.; Saito, Y.; Inada, Y., Biotechnol.
Lett., 1986, 12, 877 - 880.

Van der Deen, H.; Hof, R. P.; Oeveren, A. V.; Feringa, B. L. e Kellog,
R.M., Tetrahedron Lett., 1994, 35, 8441 - 8444.

Vinas, 1.; Dadon, J. e Sanchis, V., Intern. J. Food Microb., 1993, 19,
153 - 156.

Virto, M. D.; Agud, I; Montero, 3.; Blanco, A.; Solozabal, R Lascaray, J.
M. Llama, M. J.; Serra, J. L.; Landeta, L. C. e de Renobales, M.,
Enzyme Microb. Technol., 1994, 15, 239 - 247.

Voderwiibecke, T.; Kieslich, K. and Erdmann, H., Enzyme Microb.
Technol., 1992, 14, 631 - 639.

Voet, D. e Voet, J.G., Biochemistry, John Wiley e Sons, New York, 19935.

Vulfson, E.N., Trends Food Sci. Technol., 1993, 4, 209 - 215.

119



Walter, T.; Augusta, J.; Mueller, R.J.; Widdecke, H.; Kiein, J., Enzyme
Microb.Technol., 1995, 17, 218 - 224.

Warmuth, W., Wenzig, E. e Mersmann, A, Chem. Engin. Science, 1994,
49, 5087 - 5095.

Weetall, H.H., J. Biomed. Materials Res., 1970, 4, 597 - 599.

Weidner, J.; Theil, F. e Schick, H., Tetrahedron:Asymmetry, 1094, 5,
751 - 754.

Winkter, U.K. e Stuckmam, M., J. Bacteriol., 1979, 138, 663 - 670.

Wingender, J.; Voltz, S; Winkler, V.K., Applied Microb. Biotechnol.,
1987, 27, 139 -145.

Woodward, J. Immobilised Enzymes, Oxford, irl Press, 1885.
vamazaki, M.; ltokawa, H.; Kinoshita, H., Trans. Mycol. Soc. Jap., 1979,
20, 203 - 210 in Microbiology Abstracts, 1980, 24, 35.

120



APENDICES

121



APENDICE |

ESPECTROS DE INFRAVERMELHO OBTIDOS A PARTIR DOS
EXTRATIVOS HIDROFILICOS E LIPOFILICOS PROVINIENTES DAS
AMOSTRAS DE REJEITO /“ PITCH “ . CONDICOES EXPERIMENTAIS
VIDE 3.2.21 E 3.2.25.
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APENDICE I

ESPECTROS DE INFRAVERMELHO OBTIDOS A PARTIR DO PADRAO
ACIDO OLEICO, DAS AMOSTRAS DE REJEITO / * PITCH * LAVADAS
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE NaOH (0,1, 05E20N)E
DO FILTRADO APOS LAVAGEM COM NaOH 0,1 N. CONDICOES
EXPERIMENTAIS VIDE 3.2.21 E 3.2.25.
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APENDICE Il

ESPECTROS DE INFRAVERMELHO OBTIDOS DAS AMOSTRAS DE
REJEITO / “ PITCH “ SUBMETIDAS A UMA EXTRAGAO SELETIVA

COM SOLVENTES . CONDICOES EXPERIMENTAIS VIDE 3.2.21
E 3.2.25.
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APENDICE IV

ESPECTROS DE iNFRAVERMELHO DAS AMOSTRAS DE REJEITO /
« PITCH “ SUBMETIDAS A REAGAO ENZIMATICA COM A LIPASE DE
Candida rugosa. CONDICOES EXPERIMENTAIS VIDE 3.2.26.
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APENDICE V

CROMATROGRAMA COM SEUS RESPECTIVOS ESPECTROS DE
MASSA OBTIDO DA AMOSTRA DE REJEITO / “ PITCH * SUBMETIDA A
LAVAGEM COM NaOH 0,1 N. CONDICOES EXPERIMENTAIS VIDE 3.2.27
E 3.2.28.
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APENDICE VI

CROMATROGRAMA COM SEUS RESPECTIVOS ESPECTROS DE
MASSA OBTIDO DA AMOSTRA DE REUJEITO / “ PITCH * SUBMETIDA A

EXTRACAO COM HEXANO. CONDICOES EXPERIMENTAIS VIDE 3.2.27
E 3.2.28.
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APENDICE Vii

CROMATROGRAMA COM SEUS RESPECTIVOS ESPECTROS DE
MASSA OBTIDO DA AMOSTRA DE REJEITO / “ PITCH “ SUBMETIDA A

EXTRACAO COM DICLORO METANQO. CONDICOES EXPERIMENTAIS
VIDE 3.2.21 E 3.2.25.
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APENDICE Vil

CROMATROGRAMA COM SEUS RESPECTIVOS ESPECTROS DE
MASSA OBTIDO DA AMOSTRA DE REJEITO /* PITCH * SUBMETIDA A
REACAO ENZIMATICA (1 h, 45°C ) COM A LIPASE DE Candida rugosa.
CONDICOES EXPERIMENTAIS VIDE 3.2.27 E 3.2.28.
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APENDICE IX

CROMATROGRAMA COM SEUS RESPECTIVOS ESPECTROS DE
MASSA OBTIDO DA AMOSTRA PADRAO DE ACIDO OLEICO.
CONDICOES EXPERIMENTAIS VIDE 3.2.27 E 3.2.28.
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