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A busca por suportes alternativos para imobiliza¢do tem motivado diversos estudos
na area de enzimologia, deste modo, o uso de sabugo de milho como suporte
organico, pode ser uma alternativa. Portanto, neste trabalho se verificou a utilizacao
de sabugo de milho como suporte para a imobilizag&o de lipase. A granulometria
média do sabugo de milho utilizada foi de 32-60 mesh, e apresentou 27% celulose,
24% hemicelulose e 36% de lignina. Testes de biodegradabilidade do suporte foram
realizados, e o suporte ndo apresentou nenhuma formacdo de compostos de
degradacédo. A lipase imobilizada apresentou um rendimento de imobilizagdo de
62% e boa estabilidade operacional, mantendo entre 55 a 60% da sua atividade
inicial até o sexto ciclo. O pH e temperatura 6timos para os biocatalisadores
imobilizados foram 7,0 e 55°C. Os parametros cinéticos para o modelo de
Michaelis-Mentem (Km e Vmax) foram 616,95 U/g e 361,38, respectivamente.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais, materiais lignocelulésicos, sabugo de milho,
imobilizacdo, lipase.

1. INTRODUCAO

O uso de enzimas, especialmente as lipases, esta crescendo rapidamente pelo fato destas
enzimas apresentarem condi¢des reacionais brandas e poderem ser usadas para diferentes
reacOes (GOTOR-FERNANDEZ et al., 2006). Entretanto, a aplica¢do de enzimas na sua forma
livre é frequentemente dificultada pela desnaturacéo e inativagéo e, além disto, ndo é possivel
ser facilmente recuperada e reutilizada durante o processo industrial.

Desta maneira, a necessidade de suportes alternativos e mais baratos para imobilizacao
tem motivado estudos de imobilizagdo de enzimas em residuos agroindustriais, visando
aumentar dos produtos obtidos a partir de uma reacdo enzimatica (BRIGIDA et al., 2008).
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Dentre as técnicas de imobilizacdo, a adsorcéo fisica € usualmente utilizada, sendo que neste
processo estdo envolvidas forcas de van der Waals, interacBes hidrofobicas, pontes de
hidrogénio e ligacdes ibnicas fortes. A desvantagem deste processo é a perda de enzima
(dessorc¢do) durante o processo de lavagem apds a imobilizagdo, como também no processo de
reciclagem (CRISTOVAO et al., 2011).

Atualmente, materiais lignoceluldsicos ganharam importancia como suporte para
imobilizacdo de enzimas e células, tendo em conta a sua disponibilidade econédmica como
subprodutos agro-industriais. (CASTRO et al., 2001; DEY et al., 2002; D'SOUZA &
GODBOLE, 2002). Na maioria das vezes, muitos materiais utilizados para imobilizacdo sao
sintéticos e ndo biodegradaveis, gerando consequéncias para 0 meio ambiente apds sua
utilizacdo (MOHMOUD, 2007).

Os residuos agroindustriais utilizados para imobilizacao de enzimas descritos na literatura
atualmente sdo: como milho, coco, bagaco de cana e palha de arroz. Estes suportes podem ser
uma alternativa interessante uma vez que existe em abundancia no Brasil como rejeito das
industrias de alcool, acucares e até mesmo de pequenos produtores (BRIGIDA et al., 2008;
CARDOSO et al., 2009; CRISTOVAO et al., 2011; SILVA et al., 2012). Assim, 0 objetivo
deste trabalho foi verificar a utilizacdo de sabugo de milho para a imobilizacdo da lipase de
Burkholderia cepacia e avaliar a caracterizacdo bioquimica do biocatalisador imobilizado por
adsorcao fisica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materia-prima e Enzima

Os sabugos de milho usados como matéria-prima neste trabalho foram obtidos do milho
hibrido Dow 433, plantado no estado de Sergipe. Os sabugos foram moidos e selecionados de
acordo com o tamanho. Em seguida foram submetidos a um processo de lavagem com agua
destilada, para que fosse retirada todas as impurezas existente no material (seja ela do campo
ou do equipamento utilizado para a trituracdo do material). Como agente enzimatico, foi
utilizada a Lipase de Burkholderia cepacia - LPS (30.000 U/g), comercializadas pela Amano
(Amano Europe Enzyme Ltda., UK).

2.2 Caracterizacéo quimica do suporte

Hidrolise 4cida

Amostras de 2,0 g de sabugo de milho moido e classificado em 32-60 mesh foram tratadas
com 10 mL de H2SO4 72% (v/v) a 45°C por 7 min (ASTM, 1956). Para a completa hidrélise
dos oligdbmeros restantes, os frascos foram autoclavados a 121°C por 30 min. Apos a
descompressao do autoclave, os frascos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente,
sendo a mistura reacional filtrada e completada com &gua destilada até um volume de 500 mL.
A solucdo resultante foi utilizada para analises posteriores de lignina soltvel e carboidratos.
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Determinacdo de lignina

A lignina insoluvel (lignina Klason), a qual ficou retida no papel de filtro, foi lavada com
aproximadamente 1,8 L de 4gua destilada e seca em estufa a 110°C até a observacao de massa
constante. A lignina soluvel, presente no meio &cido, foi determinada conforme metodologia
descrita por Rocha et al. (1997). A medida da absorbancia a 280 nm foi determinada em
espectrofotémetro UV/Visivel. A linha base foi medida com uma solugdo contendo NaOH 6,5
mol/L sem a adi¢éo do hidrolisado.

Determinacéo de Carboidratos e Acidos Organicos

O hidrolisado &cido foi extraido em cartuchos de extracdo solida Sep-Pak C18 (Waters),
para a remocao de compostos aromaticos e, entdo, injetado diretamente em uma coluna
Aminex HPX-87H em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE). Como fase movel
foi empregado H2SO4 0,005 mol/L com fluxo de 0,6 mL/min, a 45°C. Os compostos foram
monitorados com um detector de indice de refracdo (ROCHA, 1997).

Determinacdo de Hidroximetilfurfural e Furfural

Hidroximetilfurfural e furfural foram determinados por CLAE, em uma coluna
LiChrospher 100 RP-18 (Hewlett-Packard), utilizando-se acetonitrila/agua 1:8 (v/v) com 1%
de acido acético como fase mével, a uma vazao de 0,8 mL/min a 25°C. Os compostos foram
detectados a 276 nm (UV/visivel Shimadzu SPD-10A), e as respectivas concentracdes de
hidroximetilfurfural e furfural foram determinadas a partir de curvas de calibragdo com
compostos puros (ROCHA et al., 1997).

2.2 Imobilizacdo enzimatica por adsorcao fisica da lipase

Teste de biodegradabilidade do suporte

Afim de verificar a estabilidade do suporte na presenca da enzima, o0s testes foram
realizados conforme descrito por CABRERA-PADILLA et al. (2013).

Determinacdo do Carregamento de Enzima

A determinacéo da capacidade de adsorcdo de enzima ao suporte foi obtida analisando a
atividade residual alcancada em diferentes relacGes (0,15; 0,3; 0,45 e 0,6), conforme descrito
por CABRERA-PADILLA et al. (2013).

Imobilizacdo por Adsorcéo Fisica

Cerca de 1 g de suporte foram adicionados a 10 mL de hexano sob agitacdo vigorosa
em temperatura ambiente durante 2 horas. Em seguida, a solucdo enzimatica contento 0,459 de
LBC em 10 mL de solucdo tampdo foram adicionados ao suporte e mantido as condigOes de
agitacdo por mais 2 horas. Apos este periodo, a solucdo contendo o sistema imobilizado foi
mantendo sem agitacao por 24 horas a 4°C. Posteriormente, a lipase imobilizada foi recuperada
por filtragdo a vacuo e lavado por trés vezes, sendo as duas primeiras lavagens com 10 mL
hexano e a terceira com 15mL. Os filtrados e o biocatalisador imobilizado foram analisados
quanto a atividade enzimatica
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Atividade Lipolitica

A Atividade foi determinada pelo método de hidrélise do azeite de oliva de acordo com
0 procedimento descrito por SOARES et al. (1999), com algumas modificacdes. As analises
foram realizadas em triplicata e uma unidade (U) de lipase foi definida como a quantidade de
enzima que liberou 1pumol de acido graxo por minuto de reacao, nas condi¢des do ensaio.

2.3 Caracterizagéo bioquimica do biocatalisador livre e imobilizado

Influéncia do pH e da temperatura

O efeito do pH na atividades da enzimas livre e imobilizada em sabugo de milho foram
analisadas numa faixa de pH entre 4,0 e 9,0 e o efeito da temperatura foi avaliado medindo a
atividade em tampao fosfato pH 7 nas temperaturas de 30 a 80°C.

Determinacdo dos parametros cinéticos

As velocidades iniciais das reacGes de hidrdlise foram determinadas empregando
substratos contendo proporgdes entre 1 a 60% (m/v) de azeite de oliva em solugdo aquosa de
goma arabica (7,0% m/v). As velocidades iniciais das reacdes de hidrolise catalisadas pelas
lipases imobilizadas foram determinadas de acordo com a metodologia descrita por SOARES
et al. (1999). Os valores de Km € Vmax aparentes foram calculados mediante ajuste néo linear
com o auxilio do programa Origin® 8,0.

Estabilidade operacional

A estabilidade operacional das lipases imobilizadas foi determinada em reacbes de
hidrolise em bateladas consecutivas com reutilizacdo do sistema imobilizado. Neste estudo
empregou-se, em todas as bateladas, a mesma massa de biocatalisador imobilizado (0,1 g).
Foram realizadas bateladas de 10min cada uma, a temperatura de 50°C e pH 7,0.

3. RESULTADOS

O sabugo de milho moido apresentou cerca de 10,5% do residuo na granulometria de 32-
60 mesh. Essa granulometria foi utilizada por ser a mais usualmente descrita na literatura como
a de melhor rendimento de imobilizacdo para uso de residuos agroindustriais (BRIGIDA et al.,
2011; CRISTOVAO et al., 2011). Posteriormente, as amostras de sabugo de milho triturado
foram analisadas quanto aos teores de lignina (soltvel e insoltvel), celulose e hemicelulose,
bem como de compostos resultantes da degradacdo no decorrer das andlises, como
hidroximetilfurfural e furfural, conforme dados apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicéo quimica (%, m/v) do sabugo de milho.

Lignina
Celulose  Hidroximetilfurfural Hemiceluloses  Furfural
Solavel Insolavel
27.4+0,8 0,21 +£0,05 243+14 12+03 112+16 245+21
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Os valor da concentracdo de hemiceluloses, celulose e lignina apresentados na Tabela 1,
provenientes da caracterizagdo para o sabugo de milho, estdo de acordo com a literatura
(IBRAHIM et al., 2010). A aplicacdo da hidrolise acida no sabugo de milho é apontada na
literatura como um método eficiente para se obter a degradacdo da fracéo lignocelulésica do
material. Entretanto, durante o processo quimico é comum ocorrer a formacdo de compostos
provenientes da degradacdo de hexoses e pentoses. Deste modo, é possivel observar que o
indice de furfural encontrado no decorrer da caracterizacdo do sabugo de milho foi de
aproximadamente 1,2%, enquanto para os teores de hidroximetilfurfural foram encontrados
0,21%. Os teores maximos desejados destes componentes € de 1% (TAMANINI & HAULY,
2004).

Entre os principais requisitos para um bom suporte é sua capacidade de resisténcia a
degradacdo por parte do biocatalisador imobilizado, Deste modo, o0s testes de
biodegradabilidade que foram realizados com o sabugo de milho como suporte frente a lipase
ndo apresentaram nenhum tipo de formacdo de compostos de degradacdo. Apds a avaliagdo da
biodegradabilidade, verificou-se o carregamento de lipase sobre o suporte e se verificou o
maximo de rendimento de imobilizagao foi de 62%.

A determinacdo do carregamento foi analisada variando a relacdo enzima/suporte e
verificando a atividade relativa apresentada no sistema, conforme mostra a Figura 1. E possivel
observar que o0 aumento da carga da enzima possibilitou o aumento na atividade relativa,
seguindo este comportamento até um valor de 0,45 de enzima/suporte. Apos este valor, ocorreu
uma reducdo na atividade hidrolitica do biocatalisador obtido provavelmente devido a saturacao
do suporte. Deste modo, a relacdo de 0,45 entre a enzima e o suporte foi indicado como sendo
0 valor méximo de carga de enzima suportavel na imobilizacdo. As condicdes experimentais
para determinacéo de carga méxima da enzima imobilizada também foi relatada na literatura
por CABRERA-PADILLA et al. (2013), entretanto pode-se verificar que o tipo de lipase e de
suporte influencia na quantidade de biocatalisadores imobilizados, pois para o PHBV foi de
0,3g de enzima lipase de candida rugosa por grama de suporte.
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Figura 1 - Relacdo entre enzima/suporte (m/m) em funcéo da atividade relativa apés a
imobilizacdo em sabugo de milho in natura.
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O perfil da atividade relativa em funcdo do pH (figura 2a) indicaram que a Lipase de
Burkholderia cepacia livre ou imobilizada, apresentaram o pH étimo 7. Resultados similares
foram apresentados por BRIGIDA et al (2007), que analisou a influéncia do pH na imobilizacéo
da Lipase B de candida antarctica em fibra de coco verde.
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Figura 2 - (a) Efeito do pH na atividade relativa para enzima livre e os biocatalisador
imobilizado e (b) Efeito da temperatura na atividade relativa da enzima livre e do
biocatalisador imobilizado.

A influéncia da temperatura na atividade relativa foi verificada com o aumento da
temperatura entre os valores de 30 a 50°C. A Figura 2b mostra que a temperatura étima foi de
50°C para o biocatalisador livre e imobilizado, apresentando uma reducdo na sua atividade para
temperaturas superiores.

A determinacdo dos parametros cinéticos do biocatalisador livre e imobilizado foi
determinado a partir da conversdo de acidos graxos obtidos na metodologia da atividade
hidrolitica. A varia¢do dos valores de Km e Vmax relaciona a interagdo do sitio catalitico da
enzima com 0 suporte sistema imobizado. Os Pardmetros cinéticos Km € Vmax foram
respectivamente 3246,75 e 227,96 para a biocatalisador livre, e 616,95 e 361,38 para
biocatalisador imobilizada em sabugo de milho. Durante o processo de imobilizagdo a enzima
pode ser imobilizada de forma a bloquear 0 acesso ao sitio ativo, reduzindo a afinidade da
enzima pelo substrato (aumento do valor de Km) como também pode ocorrer o oposto,
mantendo a enzima com a sua conformacdo aberta que promove um aumento da velocidade
maxima (Vmax) da enzima (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007).

A estabilidade operacional foi verificada a partir da capacidade de reutilizagdo do
biocatalisador testado, isto &, estabilidade operacional foi avaliada de acordo com o nimero de
reuso, ou seja, frente a varios ciclos de reacdo e analisando o teor de acidos graxos liberados
durante esta reagdo. O biocatalisador imobilizado manteve-se acima de 50% da sua atividade
inicial até o sexto ciclo (Figura 3).
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Figura 3 - NUmero de reuso (ciclo) do biocatalisador imobilizado em sabugo de milho in
natura (Sup.00) em funcdo da atividade relativa (%).

O biocatalisador ainda apresentada cerca de 20% de sua atividade no 10° ciclo, sendo sua
total inatividade foi alcancada no décimo quarto ciclo.

4. CONLUSOES

O uso do sabugo de milho de milho apresenta um potencial promissor quanto a sua
resisténcia a biodegradacdo a lipase selecionada. O carregamento de lipase no método de
imobilizacdo por adsorcdo fisica foi de 0,45g/g. Quanto a caracterizacéo bioquimica verificou-
se 0s mesmos valores de pH 6timo (7,0), temperatura 6tima (50°C) e os parametros cinéticos
indicaram a afinidade do biocatalisador imobilizado ao substrato. A eficiéncia catalitica e a
estabilidade operacional indicam a necessidade de mais estudos quanto a sua otimizacao.
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