V

CONGRESSO BRASILEIRO A AkA AA

DE ENGENHARIA QUIMICA EM -
INICIACAO CIENTIFICA 4

‘
21-24 Julho de 2019 ?V &

Uberlandia/MG
v AAV VU

MODIFICACAO DE SUPORTES DE POLI (ACIDO LACTICO)
OBTIDOS POR IMPRESSORA 3D PARA IMOBILIZACAO DE
LIPASE DE RHIZOPUS ORYZAE

B. F. IZIDORO!, V. T. MAZZIERO?, M. O. CERRI}, R. F. C. MARQUES ?, A. V. DE
PAULA!

1 Universidade Estadual Paulista, Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia
2 Universidade Estadual Paulista, Departamento de Fisico-quimica
E-mail para contato: barbara_izidoro@hotmail.com, ariela@fcfar.unesp.br

RESUMO - Atualmente, o poli (acido latico) € um poliéster que vém sendo amplamente
utilizado na confeccdo de objetos solidos tridimensionais com dimensdes e estruturas
desejadas. Nesse contexto, esta pesquisa visou imprimir, em impressora 3D, suportes de PLA
para imobilizacdo da lipase de Rhizopus oryzae por ligacdo covalente. Para isso, foi preciso
incorporar aos suportes, grupos amino livres para a ligacdo da lipase, determinando-se as
melhores condicGes para o processo de imobilizacdo enzimatica. Em seguida, realizou-se o
teste de ninidrina e analise de ressonancia magnética nuclear (RMN) para confirmar a
incorporacdo desses grupos. Observou-se que o suporte submetido a 2 horas de reacdo de
aminolise, teve sua estrutura comprometida. No teste de ninidrina, verificou-se que a melhor
condicdo para a reacdo de amindlise seria 15 minutos de reacdo e 60 mg/ml de
hexametilenodiamina. Além disso, a analise de RMN confirmou a incorporagdo dos grupos
amino, através do surgimento de picos nas regides dos prétons -CHz e -CH do lactilo
hidroxilado, em 1,51~152 (a) e 4,40~4,36 ppm (b), e dos prétons CoHs da
hexametilenodiamina, em 4,07 ~ 4,03 ppm (e) no PLA modificado. Ademais, verificou-se a
maior atividade hidrolitica para o derivado imobilizado triturado, modificado com 1% de
glutaraldeido (90,9640 e 61,6024 U/g).

INTRODUCAO

O poli (4cido latico) ou PLA é um poliéster alifatico e semicristalino com alto
potencial para substituir polimeros de origem petroquimica. Apresenta alta resisténcia, além
ser o0 primeiro polimero a ser produzido a partir de recursos ndo toxicos e renovaveis. Esse
polimero apresenta diversas aplicacdes, desde a manufatura de embalagens, até a fabricacéo
de protétipos ou dispositivos médicos bioabsorviveis. Além disso, por ser um material
termoplastico e de facil processamento, pode ser aplicado em impressora 3D na producdo de
diferentes tipos de pecas moldadas (FARAH et al., 2016).

Uma impressora 3D é um equipamento utilizado para transformar filamentos
termoplasticos (como o PLA) em objetos solidos 3D, projetados em programa CAD. Para
iss0, uma bobina é acionada e o filamento la contido é desenrolado e aquecido por um bico
extrusor. O termopléstico serd fundindo sobre a mesa da impressora, numa deposicdo de
camada sobre camada, até a completa impressao da peca desejada (BESKO et al., 2017).
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Essa tecnologia tem como principal vantagem a diminuicdo de desperdicios, consumo
de matérias-primas e de energia, além de ndo emitir residuos, ruidos, ou substancias toxicas
durante o processo de impressdo. Ademais, pode ser aplicada na impressdo de objetos como
capas para celulares e pecas de automdveis, até 6rgdos humanos com células vivas e na
confeccdo de matrizes para imobilizacdo enzimatica (PORTO, 2016)

Nesse contexto, 0 presente projeto teve por objetivo imprimir, em impressora 3D,
diferentes suportes de PLA e emprega-los como suporte para imobilizacdo de lipase. Para
1SS0, 0s suportes foram modificados a fim de possibilitar a ligagdo covalente da enzima em
sua superficie. Através da reacdo entre 0s grupos éster do PLA e 0s grupos amino da hexano
diamina foram produzidos grupos amino livres (PLA-NH>) aos quais a lipase ira se ligar.

2. METODOLOGIA

2.1 Impressao 3D

Os suportes de poli (acido lactico), desenhados em programa CAD e impressos em
impressora 3D, foram projetados a fim de maximizar a superficie de contato entre enzima e
suporte, através da elaboragédo de pequenos poros ao longo de toda a extensdo do mesmo.

2.2 Reacdo de Aminolise

Para incorporacdo de grupamentos amina nos suportes de PLA empregou-se a
metodologia descrita por ZHU et al., (2004) com adaptacGes a fim de determinar as melhores
condicOes para a reacdo de amindlise. Para isso, realizaram-se diferentes sinteses, com trés
amostras cada, na primeira, 0s tempos de reacdo empregados foram de 5, 8 e 15 min e na
segunda sintese e 15, 45 min e 2 horas, sendo que a concentracdo de hexametilenodiamina
testada foi de 6 e 60 mg/ml, para ambas as sinteses.

2.3 Teste de Ninidrina

A fim de confirmar a incorporacdo dos grupamentos amina no suporte de PLA, este
foi imerso em solucdo de ninidrina 0,5 mg/ml, durante 5 minutos de fervura, para deteccéo de
aminas primarias, a partir do aparecimento da coloragcéo roxa no suporte.

2.4 Teste RMN

A anélise de ressonancia magnética nuclear, proposta por LAVERTU et al., (2003),
com modificacbes quanto as concentracGes dos reagentes e o polimero utilizado foi
empregada na caracterizacdo do suporte modificado.

2.5 Ativacao do Suporte para imobilizacédo por ligacao covalente

Para obtencdo do suporte ativado com glutaraldeido empregou-se a metodologia
descrita por BASSAN et al., (2016). Para verificar a influéncia do aumento da superficie de
contato no processo de imobilizacdo da enzima, uma parte dos suportes foi triturada em
liquidificador. Além disso, variou-se a concentracdo de glutaraldeido em 1% e 10%.
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2.6 Imobilizagdo dos Suportes Ativados com Glutaraldeido

Para cada grama seca de suporte ativado, foram adicionados 20 mL de solugéo de
lipase (25 mg/mL) em tamp&o fosfato 0,1 mol/L e pH 7. Os suportes foram mantidos sob
agitacdo suave, em agitador magnético, por 24 horas para a imobilizacdo da lipase Rhizopus
oryzae.

2.7 Atividade Hidrolitica do Derivado Imobilizado

A atividade hidrolitica foi determinada pelo método de retrotitulacdo descrito por
PAULA (2012).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Impresséao 3D

A figura 1 apresenta o desenho do suporte em programa CAD, com suas dimensdes
representadas por cotas, e uma imagem tirada apds sua impressdo em impressora 3D.

Figura 1 — Representacdo do suporte de PLA projetado em CAD com suas dimensdes
expressas por cotas (a). Imagem dos suportes impressos em impressora 3D (b)

0,4mm

3.2. Reacéo de amindlise e teste de Ninidrina

Apls as reacbes de amindlise no suporte de PLA, verificou-se que 0s suportes
mantidos a 55° durante o tempo de reacdo de 2 horas tiveram sua estrutura prejudicada. As
amostras restantes foram imersas em solucdo de ninidrina para confirmar a presenca de
grupamentos amina. A partir da figura 2, verificou-se que a maior quantidade de grupamentos
amina, foi a amostra de maior concentracdo (60 mg/ml) e tempo de rea¢do (15 minutos).

Figura 2 - Aparecimento de coloragdo roxa nos suportes de PLA modificados.
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3.3. Teste RMN

O mecanismo da reacdo de amindlise realizado neste trabalho é apresentado na
Figura 3 a seguir.

Figura 3 - Mecanismo da reacao de amindlise no poli (acido lactico) com
hexametilenodiamina (YU et al, 2018).
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A caracterizacdo dos suportes por RMN apresentou sinais distintos. A figura 4 a
seguir apresenta os principais picos obtidos para os suportes de PLA nao modificado (branco)

e modificados em 15 e 45 minutos de reacdo.

Figura 4 - Regido dos picos obtidos pela analise de RMN para o PLA ndo modificado e
modificado (15 e 45 min). Fonte: autor.

(B)
I_nl
®
| | (b) (=) (a) e
] ] 1 PLA—O—C—C—O0OH
N ile Wm
(_*,&@J’ UL_ e e ,Jj\ LJ \ .gj
524 520 516 440 436 407 405 403 153 152 151
] j. /JLA.;L, (o] (I‘-g
PLAfcll.fcfoH
!
®)
] ) j
@, ) :
—(—o—r—cu—)— grll, o ()
|' o (B) PLA—D—Cl—ItL—QH B
) o NH>_-~~NH,
L& J L :
P (d

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0
(ppr)



Verificaram-se sinais na faixa de 1,60~1,61 (A) e 5,17~5,20 ppm (B), referentes aos
prétons -CHz e -CH do PLA. Ap6s a modificagdo, surgiram novos picos, de 1,51~1,52 (a) e
4,40~4,36 ppm (b), pertencentes aos prétons -CHz e -CH do lactilo hidroxilado. Picos em 5,23
(d) e 1,61 ppm (c) atribuidos a -CH e -CH3 conectados a hexametilenodiamina. Além disso,
picos dos prétons CoH4 da hexametilenodiamina aparecem em 4,07 ~ 4,03 ppm (¢) e do -CH e
-CHs do lactilo carboxilado, em 5,25 (g) e 1,54 ppm (f). Neste contexto, Yu et al. (2018),
visando sintetizar copolimeros a partir de PLA aminolisado, obteve picos em regides muito
semelhantes ao desta pesquisa. Assim, os resultados obtidos na analise de RMN confirmaram
a proposta do mecanismo de aminolise representado na figura 3.

3.4. Atividade Hidrolitica do Derivado Imobilizado

Os valores de atividade obtidos para 0s suportes, peca e po, imobilizados com a lipase
de Rhizopus oryzae sdo apresentados na tabela 1 a seguir.

Tabela 1 — Valores de atividade hidrolitica obtidos para o PLA na forma de peca e

triturado.
Suporte Atividade amostra 1 Atividade amostra 2
(Ulg) (Ulg)
Peca PLA - 1% glutaraldeido 25,0336 -
Peca PLA- 10% glutaraldeido 17,6786 -
PLA po0 - 1% glutaraldeido 90,9640 61,6024
PLA po - 10% glutaraldeido 20,4734 10,1665

Verificaram-se maiores valores de atividade para o suporte triturado com 1% de
glutaraldeido. Junior (2007), ao variar a concentracdo de glutaraldeido de 1 a 10%, na
imobilizacdo da lipase de Candida antarctica, obteve resultados proximos aos deste trabalho,
com atividade maxima na concentracdo de 3% do reagente. Isso se deve a alta reatividade do
glutaraldeido, que, em grandes concentracdes, gera distor¢cdes no sitio ativo da enzima e ma
orientacdo da mesma durante a imobilizacdo (MENDES, 2009).

4. CONCLUSAO

A partir da variacdo de parametros durante o processo de modificacdo e do teste de
ninidrina realizado com os suportes de PLA, foram estabelecidas, como as melhores
condicBes para a reacdo de amindlise, o tempo de 15 minutos de reacdo empregando uma
concentracdo igual a 60 mg/ml de hexametilenodiamina. Além disso, tanto o teste de
ninidrina quanto a analise de RMN confirmaram a incorporacdo dos grupamentos amina na
superficie do PLA, indispensaveis para a imobilizacdo da lipase. Ademais, concluiu-se a
maior atividade obtida foi para o PLA triturado e ativado com 1% de glutaraldeido.
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