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RESUMO

Oleos e gorduras estdo presentes tanto no uso doméstico quanto industrial,
podendo ser encontrados nos efluentes pelo seu descarte indevido, causando
um desequilibrio no ecossistema dos corpos hidricos. Para minimizar os
impactos nesses ecossistemas varios métodos de recuperagao sao aplicados.
No entanto, o alto teor de hidrocarbonetos, bem como a sua composicéo
diversificada torna os 6leos e gorduras dificeis de serem eliminados. Diante
disso, o uso de enzimas como a lipase, um grupo de enzimas hidroliticas,
apresenta-se como uma alternativa biotecnolégica devido a sua atividade
catalitica e especificidade por estes substratos. No entanto, uma vez no
ambiente ou estocadas, podem estar sujeitas a inativagao por fatores quimicos,
fisicos ou bioldgicos. Sendo assim, a imobilizagdo destas enzimas em suportes
com intuito de favorecer a estabilidade enzimatica, garantir uma catalise
eficiente e facilitar a recuperagao e reutilizagcdo do biocatalisador vem sendo
cada vez mais explorada. Desta forma, esse trabalho teve como objetivo de
produzir um produto enzimatico em matriz de celulose bacteriana capaz de
degradar o6leos e gorduras. Neste trabalho, a membrana de celulose bacteriana
(CB) foi sintetizada pelo microrganismo Komagataeibacter hansenii e depois de
purificada foi realizada a incorporagdao ex situ da enzima lipase sendo
posteriormente feita a modificacdo de superficie com Zeina ou PLLA. As
membranas de CB modificadas com Zeina ou PLLA foram caracterizadas pela
andlise de TGA que demonstrou que as membranas incorporadas e
modificadas tiveram uma maior estabilidade quando comparada a CB pura.
Pela analise de FTIR foi possivel observar as bandas caracteristicas da enzima
incorporada na matriz. A enzima pura foi caracterizada quanto a estabilidade
enzimatica em relagdo ao pH e temperatura. Na analise de MEV conseguimos
ver que ocorreu as modificacdes de superficie na CB pois alterou a sua
morfologia e estruturacéo das nanofibrinas de celulose. Com a teste de indicie
de acidez conseguimos atestar que a enzima se manteve ativa mesmo apos
passar pelas modificagdes de superficie e conseguir ter melhor desempenho

do que as CB pura o imobilizada com enzima.

Palavras-chave: Celulose bacteriana, Komagataeibacter hansenii, lipase NS-

40116, imobilizagao, 6leo e gordura.



Incoporation of lipase NS-40116 into cellulose membrane bacterial with

surface modifications
ABSTRACT

Oils and fats are present both in domestic and industrial use, and can be found
in effluents due to improper disposal, causing an imbalance in the ecosystem of
water bodies. To minimize the impacts on these ecosystems, several recovery
methods are applied. However, the high hydrocarbon content, as well as its
diverse composition, makes oils and fats difficult to eliminate. Therefore, the
use of enzymes such as lipase, a group of hydrolytic enzymes, presents itself
as a biotechnological alternative due to its catalytic activity and specificity for
these substrates. However, once in the environment or stored, they may be
subject to inactivation by chemical, physical or biological factors. Therefore, the
immobilization of these enzymes on supports in order to favor enzymatic
stability, ensure efficient catalysis and facilitate the recovery and reuse of the
biocatalyst has been increasingly explored. Thus, this work aimed to produce
an enzymatic product in a bacterial cellulose matrix capable of degrading oils
and fats. In this work, the bacterial cellulose (BC) membrane was synthesized
by the microorganism Komagataeibacter hansenii and, after being purified, ex
situ incorporation of the lipase enzyme was carried out, followed by surface
modification with Zein or PLLA. CB membranes modified with Zein or PLLA
were characterized by TGA analysis which demonstrated that the incorporated
and modified membranes had greater stability when compared to pure CB. By
FTIR analysis it was possible to observe the characteristic bands of the enzyme
incorporated in the matrix. The pure enzyme was characterized for enzymatic
stability in relation to pH and temperature. In the SEM analysis, we were able to
see that surface modifications occurred on the BC because it altered its
morphology and structuring of cellulose nanofibrins. With the acidity index test,
we were able to attest that the enzyme remained active even after going
through the surface modifications and managed to perform better than the pure

BC or immobilized with enzyme.

Keywords: Bacterial cellulose, Komagataeibacter hansenii, lipase NS-40116,

immobilization, oil and fats.



Incorporacioén de Lipase NS-40116 a membrana de celulosa bacteriana

con modificaciones superficiales
RESUMEN

Los aceites y grasas estan presentes tanto en el uso doméstico como
industrial, y se pueden encontrar en los efluentes debido a una disposicion
inadecuada, provocando un desequilibrio en el ecosistema de los cuerpos de
agua. Para minimizar los impactos sobre estos ecosistemas, se aplican varios
meétodos de recuperaciéon. Sin embargo, el alto contenido de hidrocarburos, asi
como su diversa composicion, hace que los aceites y grasas sean dificiles de
eliminar. Por tanto, el uso de enzimas como la lipasa, un grupo de enzimas
hidroliticas, se presenta como una alternativa biotecnolégica por su actividad
catalitica y especificidad para estos sustratos. Sin embargo, una vez en el
medio ambiente o almacenados, pueden estar sujetos a inactivacion por
factores quimicos, fisicos o bioldgicos. Por ello, se ha explorado cada vez mas
la inmovilizacion de estas enzimas sobre soportes con el fin de favorecer la
estabilidad enzimatica, asegurar una catalisis eficiente y facilitar la
recuperacion y reutilizaciéon del biocatalizador. Por lo tanto, este trabajo tuvo
como objetivo producir un producto enzimatico en una matriz de celulosa
bacteriana capaz de degradar aceites y grasas. En este trabajo se sintetizo la
membrana bacteriana de celulosa (BC) por el microorganismo
Komagataeibacter hansenii y, tras ser purificada, se procedié a la incorporacion
ex situ de la enzima lipasa, seguida de la modificacion superficial con Zeina o
PLLA. Las membranas CB modificadas con Zein o PLLA se caracterizaron
mediante analisis TGA que demostraron que las membranas incorporadas y
modificadas tenian una mayor estabilidad en comparacién con CB puro.
Mediante analisis FTIR fue posible observar las bandas caracteristicas de la
enzima incorporada en la matriz. La enzima pura se caracterizé por su
estabilidad enzimatica en relacion con el pH y la temperatura. En el analisis
SEM, pudimos ver que se produjeron modificaciones superficiales en el BC
porque alteré su morfologia y estructuracion de nanofibrinas de celulosa. Con

la prueba del indice de acidez, pudimos atestiguar que la enzima se mantuvo
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activa incluso después de pasar por las modificaciones de la superficie y logré

desempefiarse mejor que el BC puro o inmovilizado con enzima.

Palabras clave: Celulosa bacteriana, Komagataeibacter hansenii, lipase NS-

40116, inmovilizacion, aceite y grasas.
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1.Introducao

Paises em desenvolvimento tem um grande problema de poluicdo
ambiental proveniente de descarga de aguas residuais, sendo as industrias
téxteis, cosmético, plastico, papeis, borrachas e farmacéuticas as principais
fontes de poluicdo. O descarte inadequado das aguas residuais, compromete a
vida aquatica, selvagem e os seres humanos com consequéncia a curto e
longo prazo (YAO et al., 2022).

As aguas residuais podem ser de origem domeéstica ou industrial que
contém diferentes contaminantes como metais tais como zinco, cobre, chumbo,
mercurio e 6leos. Esses contaminantes sao fontes de contaminagao de corpos
d’agua causando danos na fauna e flora ao redor do mundo (ALJABERI et al.,
2023; CALDERON-MESEN et al., 2023). Os 6leos e seu derivados sdo um dos
principais contaminantes encontrados em aguas residuais principalmente no
descarte doméstico (ABDULLAHI; ISMAIL; ALSHANA, 2023; MUMIVAND et al.,
2023).

Os ¢leos sao utilizados como matéria-prima de diversos produtos pelas
industrias oleoquimicas. Sdo compostos de triglicerideos e acidos graxos com
diferentes tamanhos e de cadeia saturada. Oleos e graxas sdo substancias
organicas de origem mineral, vegetal ou animal que possuem uma complexa
mistura de compostos quimicos, como ésteres, acidos graxos, derivados da
glicerina e hidrocarbonetos. Os segmentos que usam esses compostos como
matéria prima sdo a industria alimenticia em recheios, doces, margarina,
manteiga até a producdo de plasticos, biocombustiveis, lubrificantes,
tensoativos entre outros. Quando encontrados em aguas naturais, podem ser
oriundos de fontes difusas como despejos e residuos industriais, esgotos
domésticos, efluentes de oficinas mecanicas, postos de gasolina, estradas e
vias publicas entre outros (BERTI; DUSMAN; SOARES, 2009; YAO et al.,
2022)

A pequena solubilidade de éleos e graxas constitui um fator negativo com
relagdo a sua degradacdao em unidades de tratamento de despejos por

processos biolégicos e, quando presentes em mananciais utilizados para
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abastecimento publico, causam problemas no tratamento de agua. Quando
descartados com aguas residuarias ou efluentes tratados, os 6leos e graxas
podem formar filmes sobre a superficie das aguas e se depositarem nas
margens. Esta fina pelicula de 6leo sobre a agua reduz a penetragéo de luz e
oxigénio no recurso hidrico, causando alteragbes no meio aquatico, como a
escassez de oxigénio e eutrofizacdo, provocando a asfixia dos animais e
impossibilitando o processo de fotossintese de alguns vegetais (Ahmed &
Huddersman, 2022).

As espécies mais vulneraveis aos processos de degradagao sdo as que
ocupam os niveis troficos mais elevados da cadeia alimentar, pois, de acordo
com Aguilera et al. (2010), os componentes do 6leo sdo bioacumulaveis e
migram ao longo da cadeia alimentar sem sofrer degradagéo, aumentando a
concentragdo de poluentes organicos que podem causar efeitos nocivos aos
seres humanos que consomem alimentos contaminados com essas

substancias.

Os métodos mais utilizados para a remediacdo de contaminantes
organicos em meio aquoso podem ser classificados em métodos quimicos,
métodos fisicos e biorremediagdo. Os métodos quimicos sao eficientes, no
entanto sdo métodos caros e nao favoraveis ao meio ambiente, visto que
agentes quimicos sé&o necessarios para realizar o processo. Os métodos fisicos
(sorcdo) apresentam eficiéncia limitada na remogdo de O6leo, embora
recentemente, a sor¢do do 6leo sobre a agua tem se mostrado um método de
baixo custo e consumo energético, além de facil operagao, a ponto de se tornar
0 método mais comumente utilizado (YANG et al., 2014). A biorremediagéo,
ainda que muito utilizada, é lenta e permite pouco controle sobre o processo, ja
que se trata do uso de microrganismos (bactérias, fungos) e plantas para
degradar os hidrocarbonetos e sua eficiéncia é afetada dramaticamente por
temperatura e oxigénio, desta forma o processo pode ser ineficiente, ou

resultar em compostos com toxicidade mais elevadas.

As enzimas ao utilizadas em diversos processo, inclusive em tratamento
de agua residuais para a degradacao de poluentes. Sdo amplamente utilizadas

em diferentes reagdes atuando como catalisadores eficientes que minimizam
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as etapas e o tempo de reacdo e os diversos produtos quimicos tornando os
processos mais econdmicos e ecologicos (KUJAWA et al., 2021). Sua
utilizacdo, no entanto, apresenta algumas dificuldades como o
reaproveitamento e a perda da enzima livre no meio reacional. Dessa forma, a
imobilizagdo de enzimas vendo sendo uma resposta eficaz, além da enzima
apresentar uma maior estabilidade quando comparada com a enzima livre
(CAVALCANTI, 2020; DANTAS, 2017). A imobilizacdo enzimatica € um
processo de adesao da molécula enzimatica em suporte sélido insoluvel para o
melhor desempenho da enzima. A enzima imobilizada tem um melhor
desempenho, maior estabilidade térmica e operacional, maior tolerancia em
condicbes extremas de pH e temperatura, maior facilidade de recuperacéo e
reutilizacdo e finalmente possuem custo de produgcdo reduzidos quando

comparados a enzima livre.

As técnicas de imobilizagao, utilizadas para melhorar o desempenho da
enzima, podem ser por adsor¢do, ligacdo covalente, reticulagao,
aprisionamento e encapsulagdo. O suporte onde a enzima vai ser imobilizada
precisa ter grupos funcionais reativos, alta afinidade e uma interagdo estavel
com a enzima, alta disponibilidade e custo-beneficio. Existem uma infinidade
de materiais que podem ser utilizados como suporte sendo de origem organica,
inorganica, hibrida e compostas. Os suportes utilizados para a imobilizagao
enzimatica sao inumeros tais como silica, argilas, nanoparticulas, fibras e a

celulose.

A celulose bacteriana € secretada por uma bactéria gram negativa nao
patogénica, composta por uma cadeia de nanofibras, sendo polimeros
biodegradaveis, que podem ter suas propriedades quimico-fisicos mudadas de
acordo com o material que € adicionado. A modificacdo na CB pode ser feita
por dois métodos o in situ e ex situ. Por conta da membrana de CB ser muito
hidrofilica para que haja a incorporagdo da enzima e a degradagao de dleos e
gorduras € necessario mudar sua caracteristica para hidrofébica com um
modificagdo ex situ de superficie com algum agente hidrofébico como silano,
silica, etanol, zeina, PLLA (CACICEDO et al., 2016; NAVYA et al., 2022;
PORTELA et al., 2019) ( Navya et al., 2022; CACICEDO et al., 2016; Portela et
al., 2019).
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A zeina € um biopolimero ndo soluvel em agua, proveniente do residuo
agricola do milho muito utilizada na area alimenticia e farmacos. Nos ultimos
anos a pesquisa com a zeina vem se diversificando e seu potencial vem sendo
cada vez mais explorado por ser de facil utilizagdo e manipulagdo. A zeina é
composta de aminodacidos hidrofobicos que permite que ela seja utilizada para
encapsular ou modificar matérias de natureza hidrofilicas para hidrofobicas
como o exemplo farmacos (capsula de comprimido) e celulose bacteriana (CJ
CHENG, 2019; TROVATTI et al., 2016; XUE et al., 2022).

O poli(acido L-lactico) (PLLA) é um polimero biodegradavel utilizado na
substituicido materiais a bases de petroleo. Possui ampla aplicabilidade em
areas de biomedicina, e na area ambiental como um material alternativo e
menos poluente. O PLLA é hidrofébico e biocompativel com uma ampla
quantidade de materiais a exemplo da quitosana e celulose bacteriana (CAO et
al., 2021; Ll et al., 2022).

Nesse estudo a celulose bacteriana foi utilizada como suporte para a
imobilizacdo da Lipase NS-40116 e depois passou por dois processos de

modificagdo de superficie para a degradacao de oOleos.

2. Objetivo
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um produto enzimatico em matriz de celulose bacteriana

capaz de degradar 6leos e gorduras.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a estabilidade enzimatica em relagcéo ao pH e temperatura

e Produzir a membrana de celulose bacteriana.

e Incorporar a lipase na CB de modo ex situ

e Verificar os efeitos dos 2 métodos de hidrofobizacdo de superficie da
CB por meio do angulo de contato
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e Caracterizar a CB incorporada e modificada por meio das analises
morfolégica MEV, térmica TGA e fisico-quimica FTIR e angulo de

contato

3. Revisao de literatura

3.1 Enzimas

Enzimas sao proteinas essenciais para o metabolismo e atuam como
biocatalisadores, com a funcdo de decomporem moléculas complexas em
moléculas menores (QUEIROZ; SOUSA, 2020). As enzimas tém uma atuacao
baseada no conceito de sitio ativo, devido a sua especificidade em relagcao ao

substrato interagindo (sistema chave-fechadura) como mostra a Figura 1.

Figura 1- Esquema do funcionamento enzimatico
Aenzima altera ligeiramente a sua
Substrato forma a medida que o substrato se liga

Produtos ‘
¢,

[ yo activo

= =

Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o
centro activo da enzima  enzima/substrato enzima/produto centro activo da enzima

(Fonte: CAVALCANTI, 2020)

As enzimas sao ativadas em faixas de pH e temperaturas e cada uma
delas possui seu proprio pH e temperatura 6timos (CAVALCANTI, 2020;
SILVA, 2012) (CAVALCANTI, 2020; SILVA, 2012). Sao amplamente utilizadas
nas industrias de alimentos, energética (producédo de biocombustivel e
bioetanol) e farmacéuticas devido a sua elevada eficiéncia catalitica, condigbes
brandas de reagado e auséncia de poluicao(GAO et al., 2013). A aplicacao da
enzima livre tem um alto custo, baixa estabilidade operacional e dificuldade na
recuperacao. Porém a recuperacdo com o uso das enzimas livres pode ser

superada com a imobilizagao delas sobre substrato. A imobilizagdo de enzimas
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€ um método potencial para aumentar a estabilidade de enzimas, diminuir o
custo e, em consequéncia, tornar o biocatalizador mais eficiente e amigavel
ambientalmente (GHIDE et al., 2022; MOHAMMADI et al., 2022).

O mercado mundial de enzimas vem crescendo, foi avaliado em 7,1
bilhbes de dodlares em 2017, podendo chegar em 10,5 bilhdes de dolares em
2024, possui o crescimento anual de 5,7% ao ano. Setenta por cento da
producdo das enzimas € obtida por microrganismos e 1/3 da produgdo mundial
se localiza na Europa. As lipases, cuja produgao ocorre por animas, vegetais,
fungos, bactérias e leveduras, sao o terceiro grupo de enzimas mais usados de
elevado valor econbmico possuindo ainda uma ampla utilizagdo em diferentes
segmentos industriais (RIGO et al., 2021)(RIGO et al., 2021).

3.2 Imobilizagao de enzimas

Os beneficios derivados da utilizagdo dos biocatalisadores na fabricagao
de produtos variados, muitas vezes sao prejudicados pela falta de estabilidade,
armazenamento e recuperagao das enzimas. Quando nao imobilizada (enzima
livre), a recuperagdo da enzima pode contaminar um novo processo com
residuos do processo anterior ou ainda perder a atividade (da enzima) na
reacdo. Esses obstaculos sdo superados com a imobilizagdo da enzima
proporcionando mais estabilidade e facilidade de recuperacdo (DALLA-
VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; DANTAS, 2017; TAN et al., 2010).

A imobilizacdo pode ser dividida em 3 categorias: ligagédo da enzima com
um suporte, encapsulamento em uma matriz polimérica organica ou matriz
inorganica e por reticulacdo das moléculas de proteina. A ligagdo e o
encapsulamento podem afetar a atividade catalitica enquanto a imobilizacao
por reticulacédo (grupos funcionais) € o que possibilita que 100% do sitio ativo
da enzima figue em contado com o substrato(DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004; MESSIAS; COSTA; et al., 2011).

Para que a imobilizagdo ocorra é necessario que haja um suporte
adequado para o método de imobilizacdo e para a enzima que vai ser
imobilizada. Na literatura é encontrado diversos tipos de suporte sendo

testados. Quanto a composicdo quimica, os suportes sao classificados em
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organicos (naturais ou sintéticos) e inorganicos (minerais e fabricados). Como
exemplo de suportes organicos podem ser citados agar, quitina, quitosana,
amido, colageno, albumina, gelatina, gluten, seda, em fibra de algodao,
celulose entre outros(SHELDON, 2012) (Arieenejad et al., 2021, Sheldon,
2012, De Castro et al., 2008). Como inorganicos pode-se citar nanoparticulas
de silica, particulas magnéticas, polipropileno(NEMATIAN; SALEHI; SHAKERI,
2020; SOSE; GAWAS; RATHOD, 2020) (Silveira et al, 2019; Waghmare,
Mudaliar, Rathod, 2020; Sose, Gawas, Rathod, 2020; Nematian, Salehi,
Shankeri, 2020).

3.3 Lipase

A grande versatilidade da utilizacdo da lipase ocorre pela ampla
quantidade de microrganismo que a produzem(REMONATTO et al.,, 2022;
RIGO et al., 2021; SAYURI SHIKI et al., 2022).

Essas enzimas catalisam a quebra de gorduras e 6leos, com subsequente
liberacdo de acidos graxos livres, diacilglicerois, monoacilglicerois e glicerol. A
catalise ocorre na interface de um substrato insoluvel e da fase aquosa, logo,
as lipases atuam sobre moléculas polares e apolares (BORNSCHEUER, 2002).
Quando atuam na interface 6leo-agua a porcao lipolitica hidrofébica se liga as
goticulas de 6leo, enquanto o sitio ativo alinha o substrato e catalisa a reagao
(REMONATTO et al., 2022; SAYURI SHIKI et al., 2022).

As lipases possuem a sua faixa de pH 6timo que varia de 4 a 9 e
temperatura 6tima de 25 a 70°C (CAVALCANTI, 2020). Cada enzima vai
possuir sua faixa de temperatura e pH 6timo onde a sua atividade vai ser
maxima. Sabendo que cada enzima é uUnica e seu tempo de estocagem vai
interferir nas suas propriedades é importante que seja avaliado a estabilidade
térmica e de pH para que a enzima tenha seu desempenho maximo ou préximo

disso gerando assim uma maior efetividade nas reagdes de biocatalizagao.

A lipase NS-40116 é uma formulacao liquida proveniente do cultivo de um

microrganismo geneticamente modificado — Thermomyces lanuginosus (PRICE
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et al.,, 2016), produzida e comercializada pela empresa Novozymes (LIU;
DONG, 2020).

Considerando a importancia tecnologica da lipase Thermomyces
lanuginosus — TLL a empresa Novozymes vem trabalhando no mercado de
producdo de biodiesel e no mercado de enzimas cujo crescimento tem sido
significativo nos ultimos anos (LIU; DONG, 2020; SAYURI SHIKI et al., 2022).

3.4 Celulose

A celulose (CsH1005)n € 0 material organico mais abundante na natureza e
possui grande importancia econdmica, pois pode ser utilizada para a produgéo
de papéis e fibras, além de ser utilizada como a gente dispersante, agente

gelificante, emulsificante, entre outros (TURECK, 2017).

A formagao da estrutura polimérica é iniciada quando duas moléculas de
glicose se unem e formam a celobiose, que € a unidade estrutural de repeticdo
da molécula de celulose. Na Figura 2 s&o representadas as liga¢des intra e
intermolecular dispostas na cadeia polimérica, sendo que o primeiro tipo de
ligacdo promove a rigidez das cadeias e o segundo é responsavel pela
formacado das fibras. Devido as interagbes de hidrogénio, a celulose possui
uma tendéncia a se aglomerar em forma de cristais, tornando-a completamente
insolivel em agua e em grande parte dos solventes organicos (DONINI, igor
A.N. et al., 2010a; RECOUVREUX, 2012; SILVA et al., 2009)

Figura 2- Ligac6es de hidrogénio intra e intermoleculares da celulose

Fonte: (PHANTHONG et al., 2018)

20



Esse biopolimero pode ser dividido entre celulose complexa e celulose
pura. A celulose complexa, principal componente da parede celular de plantas,
contém impurezas como lignina, pectina e hemicelulose. Esta é normalmente
obtida industrialmente para a produgdo de pasta celuldsica, sendo designada
de celulose vegetal (CV). Por outro lado, impurezas ndo sado encontradas no
grupo da celulose pura, que pode ser sintetizada por microrganismos como
algas, fungos e bactérias, sendo denominada celulose bacteriana (CB)
(DONINI, igor A.N. et al., 2010a; GOMES, 2011).

3.5 Celulose Bacteriana

O relato de sintese de celulose bacteriana por Komagataeibacter xylinus,
anteriormente denominada Acetobacter xylinum, foi descrito pela primeira vez
em 1886 por Brown, quando este observou a formacédo de uma fina membrana
gelatinosa na interface liquido-ar durante a fermentagao do vinagre (BROWN,
1886; CACICEDO et al., 2016; DONINI, igor AN. et al., 2010a) (BROWN,
1886; Cacicedo et al., 2016; Donini et al., 2010). Porém, estudos intensivos
sobre a sintese CB utilizando A. xylinum como uma bactéria modelo, tiveram
inicio somente em 1947 por Hestrin e colaboradores que demonstraram que
essas bactérias sdo capazes de sintetizar celulose na presenga de glicose e
oxigénio (BIELECKI et al., 2002; BROWN, 1886; TURECK, 2017). Para
sintetizar CB diversos fatores devem ser considerados, tais como o
microrganismo produtor, as condigdes nutricionais e de cultivo(CHAWLA et al.,
2009; TURECK, 2017).

A celulose bacteriana foi descoberta dois séculos atras, mas apenas na
ultima década, com o desenvolvimento de nanotecnologias e da Quimica
Verde, recebeu atencdo dos pesquisadores. A CB pode ser produzida por
diversas espécies de bactérias, como as dos géneros Komagataeibacter,
Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Azotobacter,
Rhizobium, Sarcina, Salmonella e Escherichia (CACICEDO et al., 2016;
SHODA; SUGANO, 2005).
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As espécies do género Komagataeibacter como a K. xylinus e K. hansenii
sdo os produtores mais eficientes de celulose em comparagdo com outras
cepas (RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015). K. hansenii € uma
bactéria gram-negativa, estritamente aerdbica, ndo-patogénica, comumente
encontradas na superficie de frutas e vegetais em decomposi¢ao, no vinagre e
em bebidas alcodlicas (ASHTAVINAYAK et al., 2016; CACICEDO et al., 2016;
DONINI, igor A.N. et al., 2010a; LYNCH et al., 2019; TURECK, 2017). Essa
bactéria destaca-se entre os microrganismos que possuem maior potencial de
producéo de celulose, sendo que uma Unica célula pode converter até 108
moléculas de glicose por hora em celulose (CZAJA; ROMANOVICZ; BROWN,
2004; DONINI, igor AN. et al, 2010b; PECORARO et al, 2007;
RECOUVREUX, 2012). A espécie K. hansenii apresenta morfologia de
bastonetes retos ou ligeiramente curvos, alongados variando de 0,6 a 0,8 x 10
Mm ndo moveis, a faixa de temperatura para crescimento fica entre 15 e 34 °C,
em um pH entre 3 e 7 e temperatura para inativagao entre 65 e 70 °C
(CACICEDO et al., 2016; KLEMM et al., 2005).

Decorrente do seu mecanismo aerdbio, produz uma membrana de
celulose na interface liquido-ar do meio de cultivo (TURECK, 2017). K. hansenii
produz celulose extracelular livre de lignina ou hemicelulose, tornando-a uma
excelente fonte de celulose pura (CASTRO et al., 2011; MOHITE; PATIL, 2014;
MONA et al., 2019; PORTELA et al., 2019). As bactérias desse género
convertem etanol a acido acético, logo, apresentam uma alta capacidade de
tolerancia a substancia acidas e sdo capazes de converter varias fontes de
carbono e nitrogénio em celulose, mas 0 seu mecanismo de sintese ainda nao
foi completamente elucidado, porém, acredita-se que seja semelhante ao da K.
xylinus, que comega sempre com o precursor de UDP-glicose e termina
formando uma cadeia polissacaridica (CACICEDO et al., 2016; CZAJA;
ROMANOVICZ; BROWN, 2004; |IGUCHI, 1986; KESHK, 2014;
RANGASWAMY; VANITHA; HUNGUND, 2015).

As propriedades mecanicas da CB podem ser comparadas a outros
polimeros e fibras complexas e sintéticas, sendo que essas caracteristicas
estdo diretamente relacionadas a sua estrutura cristalina de nano e
microfibrilas. Além disso, a combinacdo da alta cristalinidade com o seu alto
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conteudo de agua é responsavel pela estabilidade térmica da CB, o que torna
possivel a sua esterilizagdo por autoclave. Uma maneira simples e barata de
esterilizagdo de biomateriais e vantajosa na biomedicina, uma vez que poucos
polimeros suportam altas temperaturas sem que ocorra alguma alteragdo em
suas propriedades (CACICEDO et al., 2016).

Durante a fermentacdo estatica a membrana formada na interface
ar/liquido permite as bactérias aerdbicas moverem-se para a superficie
possibilitando obter oxigénio com maior facilidade para seu crescimento,
conforme visualizado na Figura 3 (CACICEDO et al., 2016; DONINI, igor
Augusto Negri, 2011). Além disso, esse mecanismo de flotacdo previne a
desidratacédo do substrato (devido ao carater higroscépico da CB), serve como
protecdo contra a luz ultravioleta e atua como uma barreira contra o
crescimento de outros microrganismos (DONINI, igor Augusto Negri, 2011;
PORTELA et al., 2019; ROSS et al, 1991; SOUZA, 2014). E importante
salientar que, o processo de formagao da membrana ocorre somente nas areas
proximas da superficie e ndo em todo o meio de cultivo. Enquanto o sistema for
mantido imével, a membrana se mantém suspensa na parede interna do frasco
por coesdo(TURECK, 2017). As bactérias contidas na membrana podem ser
facilmente removidas, pela imersdao em solugdes alcalinas diluidas em agua,
seguido pela lavagem exaustiva com agua (DONINI, igor AN. et al., 2010a;
IGUCHI; YAMANAKA; BUDHIONO, 2000).
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Figura 3- Bactéria Komagataeibacter excretando fibrilas de celulose em fitas para formagédo da
membrana: (a) micrografia eletrénica de transmisséo - MET e (b) imagem durante a sintese

(a)

Fonte: Adaptado de (HIRAI; TSUJI; HORII, 2002).

3.6 Incorporagao

A sintese de um polimero pode ocorrer de diversas maneiras dependendo
da sua composicao, o que pode mudar de acordo com a sua aplicabilidade. A
sintese do polimero com mais de um material (sintese composta) é uma
estratégia utilizada para as incorporacbes de matérias no polimero a fim de
melhorar as suas propriedades. Existem os dois métodos basicos de
incorporagao na sintese composta sendo ela a in situ e a ex situ. O método in
situ consiste na adicdo do material ou substancias durante a sintese do
polimero para que o material se torne parte da estrutura do polimero. O método
ex situ, a matriz polimérica é infiltrada com o material ou substancias para a
producdo de um compdsito, sendo essa técnica aplicada posteriormente a
sintese do polimero. A CB é um biopolimero compativel com os dois métodos
de sintese composta (DOMENEGUETTI, 2018; PINTO, 2013; SUN et al.,
2020).

A sintese composta € vantajosa pois traz ao polimero propriedades que

originalmente ele ndo possui e que vao melhorar seu desempenho, como
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exemplos a capacidade antimicrobiana com a adigdo de algum farmaco,
biocompatibilidade meédica com a insergdo de nanoparticulas de prata,
alteracao na sua polaridade, tornando o material hidrofilico ou hidrofébico, com
modificagao de superficie com diversos compostos etc. (MULLER, 2012; SHAH
et al., 2013a).

3.6.1 Incorporacao in situ

Esse método adiciona o material de reforgco no inicio do processo de
sintese da CB. Durante o processo de formagcdo da membrana de CB a teia de
fibras que é formada é capaz de reter varios materiais. Esse material retido fica
encapsulado em torno da rede de fibrilas (DOMENEGUETTI, 2018; PINTO,
2013; SHAH et al., 2013a; SUN et al., 2020).

A sintese in situ na cultura de CB estatica é dificil de ser realizada pois as
particulas do material de reforco tém que ficar suspenso no meio de cultura
pelo tempo de formagdo da membrana de CB. Como a membrana é formada
na interface liquido-ar pode nao ocorrer a associagdo do material suspenso,
podendo haver a precipitagcdo do material antes da formag¢do da rede das
fibras. A cultura agitada vem sendo utilizada para resolver o problema de
manter a material em suspensao, mas traz outros problemas na formacao da
membrana de CB (DE AMORIM et al., 2020; DOMENEGUETTI, 2018; PINTO,
2013; SHAH et al., 2013a; SUN et al., 2020).

Indiferente do tipo de cultivo a incorporagdo in situ tem algumas
vantagens ao formar um polimero com uma ampla aplicabilidade e
funcionalidade. Porém esse método também tem suas desvantagens, como por
exemplo a dificuldade em quantificar o material em suspensao incorporado,
avaliar se esse material continua ativo, e se havera alguma alteracdo do
material durante a sintese do polimero (DE AMORIM et al., 2020;
DOMENEGUETTI, 2018; PINTO, 2013; SUN et al., 2020).
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3.6.2 Incorporacao ex situ

Na incorporagao ex situ a ligacdo do material pode ocorrer por ligagoes
quimicas, afinidade de polaridade, a insercdo do material a ser incorporado &
por através de substancias liquidas e pequenas particulas solidas em
suspencdo. Na CB o tamanho da particula tem que ser compativel com o
tamanhos ou menor que os poros para que a entrada seja facilitada. Esse
método de incorporagao é mais facil e mais utilizado do que a incorporagao in
situ, pois o método ndo altera a composi¢cado da estrutura original da CB (DE
AMORIM et al., 2020; DOMENEGUETTI, 2018; MULLER, 2012; PINTO, 2013;
SHAH et al., 2013b).

As desvantagens do método ex situ recaem sobre o tamanho e a
natureza do material a ser incorporado. O tamanho da particula vai ser
determinante para que a particula consiga entrar no emaranhado de
microfibrilas da CB. Materiais hidrofébicos ndo sido capazes de serem
incorporados nas membranas de CB em seu estado natural. Para que a
incorporagdo de material hidrofdobico ocorra € necessario que haja uma
modificagdo quimica na CB (SUN, 2020; PINTO, 2013; DOMENEGUETTI,
2018 AMORIM, 2020; MULLER, 2012).

3.7 Modificacao de superficie

3.7.1 Zeina

A zeina pertence ao grupo das prolaminas e a sua composi¢cao consiste
majoritariamente em aminoacidos apolares como leucina, alanina, fenilalanina
e prolina, tornando-a uma proteina hidrofobica (XU, Hui; CHAI; ZHANG, 2012).

Ao longo dos anos, muitas teorias foram desenvolvidas para elucidar a
estrutura secundaria da zeina, deduzindo-se que ela se assemelha a um
prisma cilindrico tridimensional alongado composto por unidades helicoidais
repetidas sucessivamente (ARCAN; YEMENICIOGLU, 2013; LARKINS, 2019).
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Os aminoacidos apolares estdo organizados em hélices empilhadas, formando
as unidades helicoidais de caracter hidrofébico, que séo estabilizadas por
pontes de hidrogénio e ligagdes dissulfureto intramoleculares como mostra a
figura xxx (ARCAN; YEMENICIOGLU, 2013) as extremidades ricas em
glutamina, proporcionam um caracter hidrofilico, interigam e empilham as
unidades entre si (PAPALIA; LONDERO, 2015; ZHANG et al., 2022). Apesar
desta natureza anfipatica que permite uma grande extensdao da molécula e
justifica o fato dela se manter agregada ao invés de monémeros separados, a
hidrofobicidade prevalece devido ao elevado numero de aminoacidos apolares
(KASAAI, 2018; ZHANG et al., 2022).

A zeina é soluvel em solugdes aquosas de etanol 60-95% e solugdes
muito alcalinas (pH>11), porém insolivel em agua (LUIS; DOMINGUES;
RAMOS, 2019). A sua solubilidade varia conforme a sua estrutura maioritaria,
assim a a-zeina é soluvel em solugbes aquosas de etanol a 75-90%, a B-zeina
é soluvel em etanol a 60% e insoluvel a 95%, ja a estrutura da y-zeina apenas
€ soluvel em etanol por acdo de um agente redutor (KASAAI, 2018) Etanol a
50-90% é o solvente mais utilizado na solubilizacdo de zeina, sendo possivel

aumentar a sua solubilidade por aumento de temperatura (LAWTON, 2002).

Devido a sua hidrofobicidade, solubilidade caracteristica,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, abundancia, proveniéncia de recursos
renovaveis e ser geralmente reconhecida como segura (Generally Recognized
As Safe - GRAS) a zeina é considerada um biopolimero alimentar versatil e
promissor (ARCAN; YEMENICIOGLU, 2013; ZHANG et al., 2022).

O método mais utilizado em laboratério para a preparacao de filmes de
biopolimeros é o da evaporacao do solvente. Este método requer que a zeina
seja dissolvida num solvente adequado, como etanol 60-95%, seguido de
secagem sob condigOes especificas de temperatura e ventilagao(ZHANG et al.,
2022). Durante a secagem, estabelecem-se interagdes hidrofébicas e ligagdes
de hidrogénio intramoleculares e ligagdes dissulfureto intermoleculares, isto é,
entre cadeias de zeina (Kasaai, 2018). A elevada polimerizagdo da zeina
permite uma boa formacao de filmes, sendo a sua integridade assegurada
através de interagdes hidrofébicas e pontes de dissulfeto. No entanto, filmes
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unicamente constituidos por zeina s&o frageis e quebradigos (ARCAN;
YEMENICIOGLU, 2013). De forma a melhorar essa caracteristica dos filmes,
sdo acrescentados a sua composig¢ao plastificantes. As diferentes estruturas
quimicas e propriedades fisico-quimicas dos plastificantes implicam multiplos
efeitos nas propriedades dos filmes. E comum a combinacéo de plastificantes
com o intuito de se obterem filmes de biopolimeros com propriedades
mecanicas, oticas e de barreira préximas as dos polimeros sintéticos(ARCAN;
YEMENICIOGLU, 2013; XU, Hui; CHAI; ZHANG, 2012). Os filmes de zeina
possuem propriedades de produzir uma barreira a vapor de gases e a adi¢cao
de glicerol e acido oleico, como agente plastificante permite melhorar as suas
propriedades mecanicas. Verificou-se ainda que a zeina tem grande potencial
para produzir filmes de misturas de biopolimeros e laminados (LUIS;
DOMINGUES; RAMOS, 2019).

Além da area alimentar, a zeina pode ainda ser utilizada para o
revestimento de comprimidos ou para entrega controlada de farmacos,
essencialmente devido a sua hidrofobicidade e solubilidade em ambientes
acidicos (MULLER, 2012). Em suma, a zeina apresenta diversas vantagens
nao so pelas suas propriedades, mas também por ser um subproduto valioso
das industrias. A sua utilizagdo enquadra-se nos conceitos de sustentabilidade

e de economia circular.

3.7.2 PLLA

O poli(acido lactico) (PLA) pertence a familia de poliésteres alifaticos
comumente obtidos a partir de a-hidroxiacidos, que também inclui, por
exemplo, poli(acido glicélico) (PGA). O PLA pode ser obtido na forma
semicristalina utilizando como monémero de partida o acido lactico
(AVEROUS, 2008; MOTTA; DUEK; II, 2008)

O PLLA é considerado um polimero biodegradavel e biocompativel com
tecidos vivos, podendo ser degradado abioticamente (hidrélise simples da
ligacdo éster sem a exigéncia da presenga de enzimas) e por degradacao

bidtica (onde as enzimas degradam os oligbmeros residuais até completa

28



mineralizagao), sendo transformado em acido lactico, substancia ja presente
naturalmente no organismo humano e que € eliminada do corpo por caminhos
metabdlicos naturais(AVEROUS, 2008).

Além disso, segundo Price et al.,, (2016), o PLLA apresenta uma
conformacado em hélice de cadeias poliméricas, que contribui para que este
apresente alto percentual de cristalinidade, boas propriedades mecanicas e
degradacao relativamente lenta no meio corporeo. Por estes motivos € um
polimero de grande interesse tecnoldgico devido as suas aplicagbes no campo
ambiental, como plastico biodegradavel, na area biomédica, como material
biocompativel, e na area farmacéutica, como dispositivo para liberagao de
farmacos, devido as propriedades mecanicas, biocompatibilidade e
bioreabsorgdo, além de apresentar pouca ou nenhuma toxicidade (LUIS;
DOMINGUES; RAMOS, 2019; PAPALIA; LONDERO, 2015). A modificagao de
superficie com PLLA é muito vantajosa para a CB pois vai alterar sua
caracteristica hidrofilica para hidrofdébica sem que altere a estrutura da CB ou
do material incorporado (TANG et al., 2010).

4 Material e Métodos

Figura 4- Fluxograma da metodologia geral
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4.1 Produgédo de CB
4.1.1 Sintese da CB

O microrganismo utilizado foi a bactéria Komagataeibacter hansenii ATCC
23769, conservada em placa de Petri sob refrigeracdo. Em sua ativagcédo e
cultivo utilizado foi o meio manitol composto de manitol (25 g-L '), peptona (5
g-L "), extrato de levedura (3 g-L -'), sendo autoclavado a 121 °C por 20 min.
As células foram ativadas em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 100
mL de meio e pH = 7,0, incubadas a temperatura ambiente sob condi¢des
estaticas por 2 dias. Apds este periodo, o indculo foi transferido para o meio de
cultivo a uma taxa de 20%. Esta etapa foi conduzida em tubos cbénicos tipo
Falcon® de 50 mL com 35 mL de meio de cultivo, incubado em estufa a 30 °C
em condicao estatica durante 12 dias para a formagao das mantas hidratadas
de CB.

4.1.2 Purificagao

As membranas formadas na superficie do meio de cultivo foram
purificadas como descrito por (SILVEIRA; COSTA, 2016). As membranas puras
foram lavadas com agua corrente para remover o cultivo remanescente e em
seguida tratadas com uma solugdo 0,1 mol.L ' de NaOH, em banho
termostatico a 80 °C por 60 min, para remover impurezas bacterianas e demais
contaminantes. Apds este tratamento, estas foram lavadas com agua destilada
até atingir pH 7,0 armazenadas em agua destilada e autoclavadas para evitar

contaminagdes e armazenadas em geladeira para uso futuro.

4.2 Caracterizagao enzimatica

4.2.1 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi medida seguindo o método de Chiou e Wu
(2004). 0,5 g de p-nitrofenil palmitato (p-NPP)(utilizado como substrato) foi
dissolvido em 100 mL de etanol. 0,1 g de lipase (livre) e o substrato foram
entdo incubados por 5 min a 30 °C na presenca de 1 mL de solugdo tampao
fosfato 0,05 M (pH = 7). A reacgéao foi encerrada pela adi¢do de 2 mL de NaOH
0,1 M, seguido de centrifugagdo por 10 min (10.000 rpm). 100 pL do
sobrenadante foram diluidos 100 vezes com agua destilada e medidos a 400
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nm em um espectrofotdmetro UV/VIS (Hitachi U-1900). Uma unidade (U) de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a

producao de 1 pmol/min de p-nitrofenol nas condi¢cées experimentais.

4.2.2 Estabilidade enzimatica em relagao ao pH e temperatura

Para realizagdo dos testes de estabilidade com relacdo ao pH e
temperatura, a enzima foi incubada por 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120 minutos.
Para os testes os tampdes utilizados foram tampao citrato pH 3, 4, 5, 6 e 7,
tampao fosfato pH 8 e tampao bicarbonato de sdédio pH 9 e 10 e as
temperaturas foram de 25, 30, 35, 40, 45, 50 °C. Paras os teste com pH a
temperatura foi fixa em 30°C e nos teste de temperatura o pH foi fixo em Ph 7.
Posteriormente, foi realizado o teste atividade enzimatica como descrito no item

4.2.1. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.3 Imobilizacao da Lipase e Modificacoes de superficie

Para realizagao da incorporacdo da enzima na membrana de CB foram
realizados 3 ciclos como mostras a Figura 5, no final de cada ciclo foi feito a
lavagem da CB com agua destilada com a finalidade de remover excesso de
solugao enzimatica. As modificagdes de superficie com a Zeina e PLLA estao

descritas na figura 5.
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Figura 5- Metodologia da incorporagéo da Lipase e das modificagbes de superficie com Zeina
e PLLA.
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Apods a incorporagao da enzima e das modificagdes de com PLLA e zeina
as membranas foram separadas em 3 grupos CB incorporada (CB/ENZ), CB
incorporada e modificada PLLA (CB/ENZ/PLLA), CB incorporada e modificada
Zeina (CB/ENZ/ZE).

4.4 Determinagao do conteudo de proteina

A partir do método de (BRADFORD, 1976) foi pesada a massa de 10 mg
do corante azul brilhante “Commassie Brilliant Blue G-250” e dissolvido em 5
mL de metanol e posteriormente, 10 mL de acido fosférico (85% P.A) foram
adicionados. Transferiu-se a solugdo para um baldo volumétrico de 100 mL e
completou-se o volume com agua deionizada. Em seguida, procedeu-se uma
filtracdo simples da solugdo e esta foi armazenada em um frasco ambar
revestido com papel aluminio e armazenada na geladeira a 4°C. A
concentracdo de proteina foi expressa a partir da construgdo de uma curva
analitica de calibragao utilizando Bovine serum albumin (BSA) como padrao, na
faixa de concentragdo entre 2 e 15 pg. mL'. Para isso, foram retiradas
aliquotas de uma solugéo estoque de BSA 0,100 mg. mL-", 2700 yL do corante
Bradford e o restante do volume foi preenchido com agua deionizada até
completar o volume de 3000 pL. Apds o preparo das solugdes utilizadas na
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construcdo da curva de calibracdo, essas foram analisadas em um
espectrofotdbmetro de UV-Vis no comprimento de onda de 595 nm em triplicata.
Para as medidas espectrofotométricas das amostras CB/ENZ, CB/ENZ/PLLA,
CB/ENZ/ZE, foram pipetados 1000 uL de cada amostra, e 2700 yL do reagente
de Bradford e incubado por 10 minutos. Apds, em uma cubeta de vidro, foram
realizadas as medidas de absorbancia em triplicata no comprimento de onda
de 595 nm. A partir da curva de calibragao, foi determinada a concentragcéao da
enzima no sobrenadante do processo de imobilizacdo, auxiliando na
determinacdo do teor da enzima na superficie da CB. Os resultados vao ser

encontrados no apéndices item 9.

4.5 Teste de liberacao da proteina

As analises de liberagéo in vitro foram realizadas em triplicata no banho
termostatico. As membranas foram imersas em vidros tipo Duran com tampa
rosqueada, previamente esterilizados ema autoclave contendo solugcéo tampao
fosfato pH 7,4 em um banho termostatico a 37 £ 1 °C, sendo retiradas apos 10,
30, 60 e 120 minutos e 7, 30, 60 e 90 dias (ASTM F1635 - 11, 2011 adaptada).
Apods os tempos determinados, foi realizada a retirada de uma aliquota e feito

os testes dos itens 4.2.1 e 4.6.

4.6 Caracterizagdgo das membranas de CB incorporadas e

modificadas

4.6.1 Anadlise termogravimétrica (TGA)

A anadlise de TGA foi realizada a fim de avaliar a estabilidade térmica das
membranas de CB funcionalizadas e nao funcionalizadas. Esta analise
constitui-se em uma técnica destrutiva, que envolve a medida da variagcao de
massa das amostras em estado soélido em funcdo da temperatura, em um
determinado intervalo de tempo. O equipamento utilizado para a analise foi o
TGA-Q50 (TA Instruments) no Laboratério de Materiais da Univille. As
amostras foram aquecidas de 25 a 1000 °C a 10 °C/min, atmosfera inerte (N2).
As curvas termogravimétricas (TG) e a 12 derivada das mesmas (DTG) foram

obtidas pelo software TA Universal Analysis.
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4.6.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Para a analise estrutural, foi utilizada a técnica de FTIR no equipamento
Perkin Elmer Spectrum, no Laboratério de Materiais da Univille. Foram
realizadas 16 varreduras por amostra, de 650 a 4000 cm -', no modo de

refletancia total atenuada (ATR).

4.6.3 Microscopia Eletrénica de Varredura MEV

Para esta analise as amostras de CB pura, CB/ENZ, CB/ENZ/ZE e
CB/ENZ/PLLA foram fixadas em um suporte metalico, recobertas com ouro e
suas microestruturas foram caracterizadas pela técnica de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV). O equipamento utilizado foi o microscopio
MEV-FEG DSM 940A da marca Zeiss com 5 kV de tensdo de aceleragdo no
Laboratério de Materiais da UDESC.

4.6.4 Angulo de contato

O método utilizado sera o da gota séssil, no qual uma gota de agua
deionizada foi depositada sobre as amostras por meio de uma microseringa. A
gota vai ser observada com uma lente de baixo aumento e o angulo de contato

foi medido através de um goniémetro (Ramé-Hart Inst. Co. modelo 250-F1).

4.7 Teste de degradacgao de d6leo (indice de acidez)

Para este teste foi utilizadas membranas de CB/ENZ, CB/ENZ/ZE e
CB/ENZE/PLLA. Todas as membranas foram colocadas em 100 mL de tampao
citrato pH 7 (0,05 M), e foram adicionados 50 mL de éter etilico para solubilizar
o 6leo de soja 5,5% (m/v). Essa mistura foi incubada sob agitacdo a 150 rpm, a
30 °C, por 90 min. Apds este periodo, foi realizada a titulagdo com NaOH 1 M
para quantificar os acidos graxos, usando fenolftaleina como indicador. O

volume de NaOH gasto na titulagdo foi utilizado para calcular o indice de
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acidez, conforme Equacao 1 (CANESIN et al., 2019). O teste foi realizado em

triplicata para cada amostra.

Al = Massa de NaOH (1)

" Massa de gordura

Sendo:
Al = indice de acidez;
Massa NaOH = quantidade de NaOH que foi utilizada (g);

Massa de gordura = quantidade de gordura que foi utilizada no teste (g).

5 Resultados e discussoes

5.1 Producgédo da CB

Apds os 12 dias de producdo, as membranas foram purificadas e depois
separadas em 5 grupos sendo eles as CB pura (CB), CB incorporada
(CB/ENZ), CB incorporada e modificada PLLA (CB/ENZ/PLLA), CB incorporada
e modificada Zeina (CB/ENZ/ZE).

5.2 Caracterizagao enzimatica

5.2.1 Atividade e estabilidade enzimatica

A atividade enzimatica foi realizada na enzima livre e nas amostras
depois da incorporagdo e depois da degradacédo para saber se a enzima
continua ativa ou se foi inativa. Como mostrado na figura 6 foi possivel observa
que a enzima incorporada na CB teve uma melhor atividade quando

comparada com ela livre.
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Figura 6- Gréfico da comparagéo da atividade enzimatica da enzima livre, CB/ENZ,
CB/ENZ/PLLA e CB/ENZ/ZE
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Como mostrado na figura 6 € possivel afirmar que a enzima se manteve
ativa apos ser incorporada na CB e depois passar pelas modificagdes que séo
processo que podem causar a inatividade do sitio ativo da enzima. A
CB/ENZ/PLLA foi a que teve maior atividade, seguida das amostras
CB/ENZ/ZE e CB/ENZ. Dantas (2017) mostra que a enzima imobilizada
apresenta maiores valores de atividade quando comparada com a enzima livre
€ isso ocorre pois 0 processo de imobilizagdo protege a regidao do sitio ativo da

enzima reduzindo as chances de que algum fator externo inative a enzima.

5.2.2 Estabilidade enzimatica em relagao ao pH e Temperatura

A estabilidade enzimatica foi realizada com o intuito de entender quais
sao as condi¢des de atuacao da enzima Lipase NS-40116 em relagao ao pH e
temperatura. Para avaliar a eficiéncia da enzima foi realizada a estabilidade
enzimatica em diferentes pH e temperaturas, em seguida foi realizado a

atividade enzimatica e os resultados sdo mostrados nos graficos
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Figura 7- Efeito do pH na atividade da NS-40116 Livre

7
6
5 —15 min
4 :
30 min
> 60 mi
min
2
1 120 min
0
-3 2 7 12
Figura 8- Estabilidade térmica da NS-40116 Livre
4,5
4
D 35
S 3
©
£ 25 15 min
N
& 2 ——30 min
[} .
g 15 e G0 MiN
= 120 min
=z 1
0,5
0
25 30 35 40 45 50 55

Temperatura (°C)

Na figura 7 é mostrado o comportamento da enzima em diferentes
valores de pH. A enzima apresentou a maior atividade nos primeiros 15 min
nos pH 5 e 8 e decaindo no tempo de 30 min e depois tendo um aumento na
atividade no tempo de 60 min. Porem foi possivel observar que a atividade
enzimatica foi maior no pH 8 pois a sua perde de atividade foi menor que o pH
5 que teve a uma perda de atividade de 79,5% entre o tempos de 15 a 60 min.
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Por meio da figura 7 notou-se que a lipase ndo apresentou uma faixa de
estabilidade expressiva em relagdo ao pH, porém apresentou o maior valor de
atividade enzimatica na faixa de pH alcalino de 8 a 9. Na literatura a lipase
Thermomyces lanuginosus é descrita com uma enzima que possui a atividade
enzimatica alta na faixa de pH que varia de 7 a 11 (FERNANDES et al., 2004).

De acordo com MESSIAS; et al., (2011), lipases microbianas de
diferentes microrganismos (diferentes géneros, espécies e cepas) possuem
estrutura quimica e caracteristicas cinéticas divergentes. As enzimas
geralmente apresentam estabilidade em ampla faixa de pH, sendo a faixa
alcalina a mais comum. RIBEIRO et al. (2011) expéem que, dependendo da
fonte, as lipases geralmente apresentam maior atividade enzimatica na faixa de
pH de 4 a 9. A lipase de Staphylococcus epidermis apresentou estabilidade em
ampla faixa de pH (5 a 9), com atividade 6tima em torno de pH 6 (SIMONS et
al., 1998). Um comportamento bastante parecido foi observado para a lipase
da levedura Cryptococcus sp. S-2 com atividade lipolitica maxima em pH 7 e
estabilidade entre pH 5 e 9 (KAMINI et al., 2000).

Na Figura 8 € apresentado o comportamento da atividade enzimatica em
relacdo ao tempo para diferentes temperaturas sendo estes valores de
atividade resultados da média das duplicatas medidas em cada tempo. A lipase
apresentou maior atividade enzimatica no tempo inicial de 15 min na
temperatura de 50 °C, com menor desvio padrao das trés temperaturas neste
tempo e com uma queda de 76% nos proximos quinze minutos. Ja na
temperatura de 30 °C, essa queda foi de 69%. A literatura menciona que a
termoestabilidade da lipase abrange uma ampla faixa de temperatura, podendo
variar de 60 a 80 °C (LIN; KO, 2005). Contudo, a maioria dos estudos descreve
a melhor faixa de temperatura para atividade da lipase entre 30 e 40 °C
(KAMINI et al., 2000; LOTRAKUL; DHARMSTHITI, 1997; NOLASCO MACEDO
MURUCI et al., 2013; SHU; XU; LIN, 2006). O fungo Thermomyces lanuginosus
€ um microrganismo termdfilo com alta atividade enzimatica entre 30 e 40 °C,
mas que pode apresentar atividade significativa até 60 °C (COUTO, 2019;
MATTE, 2015).

38



5.3 Imobilizagao enzimatica e modificagoes de superficie

A imobilizacdo enzimatica na CB alterou a sua coloragdo padrao
transparente apos as purificagdes para uma coloragao mais amarelada como
mostra a figura 9. A alteragdo na coloragdo ocorre por conta de o extrato
enzimatico possuir uma coloragdo amarelada. A alteragao da coloragao da CB
€ um indicativo visual que as enzimas foram incorporadas, mas n&o € o unico

critério utilizado para comprovar a incorporagao da lipase na membrana de CB.

Figura 9- Comparagédo da membrana de celulose bacterina (CB) na figura(A) e com membrana
incorporada (CB/ENZ) (B).

As modificagdes com Zeina e PLLA ocorreram apds a imobilizagao da
enzima lipase. Foi realizado a avalicdo macroscopica das amostras
modificadas e comparadas a CB com as CB/ENZ/ZE e CB/ENZ/PLLA.

Através da avaliagcdo macroscopica foi possivel observar que a CB que
passou pela modificagcdo com a zeina (CB/ENZ/ZE) apresentou uma coloragao
amarelada formando um filme fino e homogéneo na superficie e mais

quebradica que a CB como mostra a figura 10.
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Figura 10- Membrana de celulose bacteriana (A) CB (B) CB/ENZ/ZE

Pela avaliagdo macroscoépica foi possivel observar que houve a
formacédo de uma pelicula que envolveu a membrana de CB apds modificagao
com PLLA (CB/ENZ/PLLA) e que a CB ficou com duas regides uma mais opaca
que outra mais translucida e isso ocorreu por conta da evaporagdo do

cloroférmio que nao ocorreu de forma homogéneo como mostra a figura 11.

Figura 11- Membrana de celulose bacteriana (A) CB (B) CB/ENZ/PLLA

5.4 Teste de liberagao da proteina

Na figura 12 e 13 é representado a liberacdo da proteina em dias e

minutos respectivamente.
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Quantidade de proteina

Figura 12- Grafico da liberagdo da proteina em relagdo ao tempo( dias).
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Figura 13-Grafico da liberagdo da proteina em relagdo ao tempo(min).
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As amostras que ficaram nos periodos de 7 a 90 fias foram a que

obtiveram menor os menores valor de proteina sendo que as de 90 dias a
quantidade de proteina foi a menor em todas as amostras. Nos tempos de 15 a
120 min foi possivel observar que amostras tiveram uma maior liberagdo da
proteina apés 60 min onde foi obtido os menores valores de proteina das
amostras incorporadas (CAVALCANTI, 2020; DANTAS, 2017; OLALERE; GAN,
2023).

As amostras de CB/ENZ/PLLA mostraram que a liberagao da enzima foi

controlada pois ela foi liberada apds os tempos de 60 min e a liberagao fica
constantes até 120 min. A CB/ENZ/ZE teve a liberagdo da enzima do tempo 10
a 60

min e depois a liberacdo da enzima € menor 0 que mostra que talvez a
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maior parte da enzima é liberada em 60 min e depois disso a liberagdo comeca
a ser reduzida (CAO et al., 2021; MEDEIROS, 2018; SHEKARFOROUSH et al.,

2022).

5.5 Caracterizagdo das membranas da CB incorporada e
modificadas

5.5.1 Analise Termogravimétrica TGA

Nas figuras 14 e 15 sdo apresentadas as curvas termogravimétricas
(curvas TG) e primeira derivada das curvas TG (curvas DTG) para amostras de
CB, CB/ENZ, CB/PLLA, PLLA, ZE, CB/ZE, CB/ENZ/PLLA, CB/ENZ/ZE. Os dados
obtidos das curvas TG e DTG (perda de massa (%), temperatura maxima de

degradagao (Tmax) e percentual de residuo) estao relacionados na tabela 1.

Figura 14-Curvas de analise termogravimétrica (TG), obtidas por TGA, para as diferentes
amostras de CB
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Figura 15- Curvas de analise termogravimétrica diferencial (DTG) obtidas por TGA, para as

diferentes amostras de CB.
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Tabela 1- Dados obtidos da anéalise de TGA para as membranas de CB, CB/ENZ, PLLA, ZE,
CB/PLLA, CB/ZE, CB/ENZ/PLLA, CB/ENZ/ZE.

Amostra E '\‘é S f g f E é’ g g g é %

x
CB 8,0 39,3 - - 60,5 292,5 - - - - 15,6 nd 15,6
PLLA 2,8 121,5 - - - - - - 97,6 350,2 1,1 nd 0,0
ZE 6,8 131,2 - - - - 66,2 322,3 - - 25,9 396,7 0,9
CB/ENZ 6,6 71,4 29,1 163,6 40,0 329,6 - - - - 14,2 nd 9,8
CB/ENZ/ZE 9,1 88,1 no no 79,3 327,9 9,3 357,9 - - 7,6 nd 4,2
CB/ENZ/PLLA 14,4 79,9 no no 41,9 214,7 - - 22,0 308,1 8,3 nd 12,9
CB/ZE 71 133,6 - - no no 66,6 320,1 - - 25,9 391,6 0,6
CB/PLLA 3,1 119,6 - - no no - - 96,0 357,9 0,4 nd 0,6

nd = ndo determinado; no = nao observado

Observa-se pelos dados da tabela 1 que a CB apresentou trés regides
de perda de massa, com o valor mais expressivo de perda de massa na
segunda regidao (60,5%), apresentando como Tmax 292,5 °C. Conforme
descrito na literatura, a CB possui trés regides de perda de massa: a primeira
regiao ocorre até proximo de 150 — 200 °C devido a evaporagao do residuo de
agua do processo de secagem, sendo que neste trabalho apresentou uma

perda de massa de 8% e Tmax de 39,3 °C; a segunda regi&o inicia em 150 °C
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e esta relacionada a degradagdo da celulose (DA COSTA et al., 2018)
(depolimerizagao, desidratacdo e decomposicdo das unidades glicosidicas,
com formagao de residuo carbonizado) (LIMA et al., 2015; ROMAN; WINTER,
2004), e a terceira regido de degradagao inicia em 400 °C e é caracteristica da
degradagdo termo-oxidativa e quebra do residuo carbonizado, formando
produtos gasosos de baixa massa molecular, apresentando 15,6% de perda de
massa (VASCONCELOS et al., 2020). Por fim, ainda observa-se a presencga de
15,6% de residuos na amostra.

Em relagdo ao PLLA, nota-se que a primeira regido de perda de massa
relacionada a perda de agua apresentou um valor bem menor se comparado
com a CB , quantidade de agua. Ja a segunda regido apresenta uma grande
perda de massa (97,6%) com Tmax uma vez que o PLLA é um material
hidrofébico, enquanto a CB é hidrofilica, absorvendo portanto uma maior em
torno de 350 °C. Por fim, observa-se que nao houve residuos na amostra de
PLLA, o que demonstra que a amostra foi completamente degradada na
analise. A literatura traz que a degradagao térmica do PLLA esta associada a
hidrolise,  depolimerizagdo, cisdo oxidativa de cadeia aleatdria,
transesterificagao inter e intramolecular, o que gera o monémero lactideo e os
oligbmeros (ARMENTANO et al, 2013; GUPTA; REVAGADE; HILBORN,
2007). Essa degradacgao térmica do PLLA inicia em 310 °C e se completa em
torno de 400 °C (GARLOTTA, 2001; KIM et al., 1998).

A primeira regiao de perda de massa da ZE também esta relacionada a
evaporagao de agua, sendo o valor determinado neste trabalho (6,8%)
semelhante ao da literatura (5%). A liberagdo dos acidos graxos ocorre em
torno de 200 °C. A segunda regido ocorre com Tmax de 322,4 °C e perda de
massa de 66,2%, estando relacionada a degradacao térmica da zeina, com a
perda de massa mais expressiva, tendo como temperatura de inicio 280 °C
(CORRADINI, 2010; TORRES, 2015). Essa regidao de perda de massa foi
identificada com a cor verde na Tabela 1 para indicar a regido atribuida a
zeina. A baixa quantidade de residuos da zeina pura também demonstra que
quase todo material foi degradado ao longo da analise.

Em relagdo a amostra de CB/ENZ, nota-se que houveram quatro regides
de perda de massa e que a quantidade de residuo foi menor se comparado a

amostra de CB. A segunda regido de perda de massa da amostra, identificada
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pela cor azul na Tabela 1 pode ser um indicativo da regido caracteristica de
degradacao da lipase uma vez que os valores de perda de massa (29,1%) e
Tmax (163,6 °C) séo divergentes daqueles apresentados pela amostra de CB
pura.

A amostra CB/ENZ/ZE apresentou valores de Tmax semelhantes aos da
amostra de CB/ENZ, além da regido atribuida a zeina destacada em verde.
Além disso, apresentou menor quantidade de residuos que a CB pura, porém
maior que a CB/ZE, podendo estar relacionado a presenca da enzima lipase,
assim como pode ser observado na amostra CB/ENZ/PLLA.

A amostra de CB/ENZ/PLLA também apresentou trés regides de
degradacdo térmica. E possivel perceber que dentre as trés amostras que
contém PLLA, a CB/ENZ/PLLA apresentou menor estabilidade térmica, com os
menores valores de Tmax, o que pode estar relacionado a presenga da enzima
lipase e a sua respectiva menor estabilidade térmica. Um comportamento
semelhante foi observado no trabalho de (KIM et al., 1998). Os autores relatam
que o composito de PLLA/amido de milho apresentou deslocamento da faixa
de temperatura de degradacao, passando de 310 — 400 °C do PLLA para 220 -
230 °C para o compoésito.

Por fim, as amostras de CB/ZE e CB/PLLA apresentaram perfis de
decomposicdo muito semelhantes aos materiais puros (ZE e PLLA,
respectivamente), ndo sendo possivel identificar a presenga da CB nas
amostras através da analise de TGA. No caso da amostra de CB/PLLA, é
possivel observar a presenca de ambos os materiais, CB e PLLA, nas analises
de FTIR e MEV apresentadas nos itens 5.5.2 e 5.5.3, respectivamente, através
da identificacdo das bandas e superficies caracteristicas de ambos os
materiais, respectivamente. Por outro lado, as analises de FTIR e MEV da
amostra de CB/ZE também nao permitiram identificar a presenca da CB, o que
pode ser resultado da cobertura mais homogénea e grossa do filme de zeina,
que age como uma pelicula que recobre toda a CB, deixando-a completamente
revestida (SHEKARFOROUSH et al., 2022; XUE et al., 2022).

5.5.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)
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A analise de FTIR tem como objetivo caracterizar e identificar os grupos
funcionais presentes nas amostras, através da identificacdo das bandas que
caracterizam a orientacdo e a estrutura das moléculas da amostra
(KACURAKOVA et al., 2002). Na figura 8a sdo mostrados os espectros de
FTIR todas as amostras deste trabalho, enquanto na tabela 3 sé&o
apresentadas as bandas comuns da CB encontradas na literatura, com suas
respectivas atribuicbes, assim como as bandas correspondentes encontradas
no espectro deste trabalho. As bandas encontradas no espectro podem ser

observadas nas figuras 16b, 16c e 16d.

Figura 16- Espectros a) todas as amostras, b) CB, PLLA e CB/PLLA com identificagdo das
bandas, c) CB, ZE e CB/ZE e d) CB pura e CB/ENZ.
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Tabela 2- Bandas comuns da CB pura, bandas correspondentes no espectro deste
trabalho e suas respectivas atribui¢cbes

Banda de Absor¢ao Banda do Espectro Atribuigcdo
(em) (cm™)

3345 3345 (O-H), estiramento celulose |

2860 - 2930 2920 (CH de CH, e CH3), estiramento
1650 1653 — 1629 Agua absorvida

1425 — 1435 1427 (HCH, OCH), torgao
1373 1371 (C-H), torcéo

1146 — 1160 1161 (C-0O-C), estiramento assimétrico

na ligacao 3-1,4

1111 1109 (C-C, C-0), estiramento (celulose)
1055 1055 (C-O-C do anel piranose), vibragao
1030 1032 (C-0, C-C), estiramento

Fontes: (GEA et al., 2011; KACURAKOVA et al., 2002; MOHARRAM; MAHMOUD, 2008;
MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2008; NUNES, 2012; PECORARO et al., 2007).

Na Figura 16b s&o mostradas as bandas caracteristicas das amostras
de CB, PLLA e CB/PLLA, enquanto a Tabela 2 apresenta as atribuigdes das
bandas caracteristicas do PLLA. A banda caracteristica da vibragdo de
estiramento da ligagdo -C-O- das unidades éster do PLLA em 1080 cm-™! foi
observada em ambos os espectros (PLLA e CB/PLLA), enquanto a banda
mencionada na literatura em 1778 cm', também relacionada ao grupamento
éster, nao foi identificada (WARDHONO et al., 2019; XU, Jia et al., 2009).
Apesar do PLLA apresentar bandas muito semelhantes as bandas da CB pura,
€ possivel observar que varias bandas do PLLA foram identificadas no
espectro da amostra de CB/PLLA, como em 1749, 1456 e 871 cm-', o que

demonstra a interacéo entre os dois materiais.
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Tabela 3- Bandas comuns do PLLA puro, bandas correspondentes no espectro deste
trabalho e suas respectivas atribuigées.

Banda de Banda do Espectro Atribuigcdo

Absorgio (cm™) (cm™)
2993 2995 CH, estiramento assimétrico
1747 1749 -C=0, estiramento carbonila
1454 1456 CHa, torgcao angular
1361 1361 CH, deformacéao assimétrica
1182 1180 (-C-0O-), estiramento
1128 1128
1086 1083
1043 1040 O-H, torcao
870 871 (-C-C-), estiramento

Fontes: (CIRIGO Y PEREZ, 2014; GARLOTTA, 2001; GUPTA; REVAGADE; HILBORN,
2007; MOTTA,; DUEK; II, 2008).

Os espectros das amostras de ZE e CB/ZE com identificagdo das
bandas caracteristicas estao dispostos na Figura 16¢. Os espectros de proteina
sao resultado das absor¢des do grupo peptidico, identificados como bandas de
amida I, Il e Il (ALMEIDA; FILHO, 2009). As bandas de amida A, |, e Il séo
identificadas em 3300 cm™', 1650 cm™ e 1540 cm™', respectivamente, sendo
que a amida A se refere ao estiramento do grupo N-H e O-H dos aminoacidos
das proteinas, a amida | ocorre devido ao estiramento C=0 do grupo amida, e
a amida |l esta relacionada as vibragdes de deformagéo angular da ligacdo N-H
e estiramento da ligagdo C-N (ALMEIDA; FILHO, 2009; CORRADINI, 2010).

Por fim, no espectro da amostra CB/ENZ (Figura 16d) observa-se a
banda em 1650 cm' relacionada a amida | derivada de aminoacidos da lipase.
A banda em 1530 cm™ descrita na literatura e relacionada a amida |
apresentou deslocamento para 1545 cm™' (BRISOLA, 2018; NGUYEN et al.,
2021). Devido a presenga da banda em 1055 cm-' referente a vibragdo da
ligagdo -C-O-C- do anel de piranose da CB, a banda caracteristica da lipase
em 1050 cm™ referente a vibragdo de deformagdo do grupamento amino

primario -NH2 acaba ndo sendo evidente.
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O PLLA apresentou as bandas em 1748 cm™ que corresponde a
deformagéo axial do C=0, 1452 cm! referente a deformagao angular do CHs,

1358 cm-1 atribuida a deformacao.

A CB/PLLA apresentou as bandas tipicas da CB e do PLLA mostrando
assim que modificagdo da superficie com PLLA ocorreu. A CB/ENZ/PLLA néao
apresentou a banda 2899 cm™ que é caracteristica da CB e alterou a
intensidade das bandas. Nao foi observado nem um deslocamento dos picos
caracteristico da CB, indicando que ndo ocorreu uma interacdo quimica entre o
PLLA e a CB, podendo ser considerado que a interacdo entre esses dois
polimeros foi apenas superficial (CIRIGO Y PEREZ, 2014; LIU; DONG, 2020;
MOTTA; DUEK; II, 2008).

5.5.3 Microscopia Eletronica de Varredura MEV

A analise de microscopia das amostras foi realizada com o objetivo de
avaliar a estrutura das superficies dos materiais puros e modificados deste
trabalho. Na Figura 17 sdo mostradas as micrografias das amostras de CB,
CB/ENZ, PLLA, ZE, CB/ENZ/PLLA e CB/ENZ/ZE.
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Figura 17 — Micrografias das amostras com ampliagao de 5000x de a) CB, b) PLLA, c)
ZE, e) CB/ENZ/PLLA, f) CB/ENZ e com ampliagdo de 1000x de d) ZE e g) CB/ENZ/ZE.
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A micrografia da CB (Figura 17a) mostra a estrutura tipica da celulose
bacteriana descrita na literatura. Trata-se de um material constituido por um
emaranhado randdémico de fibrilas com presenca de poros. Essa estrutura é
responsavel pela retencdo de agua, resisténcia mecanica e porosidade do
material. Na micrografia da CB é possivel observar a presenga de possiveis
impurezas organicas do meio de cultura entre o emaranhado de fibrilas (setas
vermelhas) com tamanho médio de 12 uym, o que pode ser diminuido ou
eliminado com um processo de purificagdo mais eficiente (ANTONIO et al.,
2012; FRANCINE et al., 2017). Gea et al. (2011)analisaram dois métodos de
purificacdo das membranas: o primeiro somente com solucdo de NaOH durante
o periodo chamado “overnight” e o segundo com a solugdo de NaOH seguida
da solugédo de NaOCI. As imagens de MEV mostraram que as membranas
tratadas com as duas solugdes nao apresentaram impurezas do meio de
cultura nem a bactéria. Em relatos recentes da literatura vem se estudando que
essas impurezas podem ser acumulos ou emaranhados de nanofibrilas que
acabam englobando os bacilos das bactérias prendendo-a e dando a entender
que a purificagao nao foi efetiva (MINATTI; MINATTI, 2020; PALUDO, 2021).
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Em relagdo a micrografia do PLLA (Figura 17b), é possivel observar um
material bastante poroso (setas amarelas), os poros tem abertura média de
50,4 ym de diametro. Essa estrutura porosa foi observada também por Shi et
al. (2010) na amostra de PLLA preparada por volatilizagao natural, bem como
amostras de diferentes concentracées de PLLA preparadas pelo método de
separagao de fase conhecido como “solvente-ndo-solvente”, método este de
preparacao de scaffolds multiporosos. Conoscenti et al. (2017) produziram
PLLA e compdsitos com bioglass (BG) por separagcao de fase induzida
termicamente para serem usados como scaffolds e obtiveram scaffolds de
PLLA com volume de poros de 93% e scaffolds de PLLA/BG 5% com volume
de poros de 88,5%.

A micrografia de zeina na Figura 17c mostra um material com uma
superficie homogénea e a presenca de algumas rugosidades. Ja na micrografia
da Figura 17d com ampliacdo de 1000x, observa-se orificios ou poros.
TAVARES, (2010)estudou o efeito da adicdo de argilas modificadas em
biofiimes a base de zeina e obteve um material no qual foi possivel observar
nas micrografias a presenca destes poros, identificados como depodsitos
globulares no trabalho. Corradini (2010) desenvolveu blendas poliméricas de
zeina e amido de milho e obteve um resultado muito semelhante. De acordo
com Monterrey-Quintero e Sobral (2000), esses orificios podem ser resultantes
da existéncia de microbolhas ou fragdes de glicerol. Ja para Corradini (2010)
esses orificios ou bolhas podem ser resultado da separacdo de fase entre o
glicerol e a zeina, em fungado da baixa interagédo entre eles. No que diz respeito
a amostra de CB/ENZ/PLLA, observa-se na Figura 17e que a estrutura
altamente porosa da CB foi preenchida pelo PLLA, tornando as fibrilas mais
compactadas. Comportamento semelhante foi observado por Cirigo Y Pérez
(2014) que produziu biocompdsitos de PLLA e CB através da policondensagao
direta de L-acido lactico dentro dos hidrogéis de CB e observou que os poros
da CB foram preenchidos com um material de massa regular e lisa, sendo este
material provavelmente o PLLA. Por outro lado, nota-se também a presenca de
uma espécie de aglomerados na superficie das fibrilas, que podem ser indicio

da incorporagao enzimatica ou cristalizacdo do PLLA, esses aglomerados tem

52



a largura média 47,8 ym.

Uma vez que a micrografia com ampliacdo de 5000x da Figura 17f néo
possibilitou analise da amostra CB/ZE, realizou-se também analise com
ampliagdo de 1000x (Figura 8h), onde observa-se que a superficie da CB foi
recoberta pela zeina, apresentando uma caracteristica semelhante a do filme
de zeina pura, com uma maior quantidade de rugosidades. Ghide et al.
(2022)produziram nanocompositos de nanofibrilas de CB e nanoparticulas de
zeina e observaram que o aumento da quantidade de zeina diminuiu o
tamanho dos poros dos nanocompasitos, resultando em uma estrutura de rede

mais compacta e densa.

Por fim, a amostra de CB/ENZ (Figura 17g) apresenta uma superficie
homogénea, o que demonstra que a enzima lipase foi incorporada na
membrana de CB, preenchendo os poros da membrana. Baron (2008) estudou
a imobilizacdo da lipase em dez suportes diferentes, sendo que o suporte
Accurel EP 100 (polipropileno) foi o selecionado para a biocatalise por
apresentar melhor eficiéncia na imobilizagdo. As imagens de MEV mostraram
que os poros deste suporte foram parcialmente preenchidos apds a

imobilizacao da lipase.
5.5.4 Angulo de contato

A analise de angulo de contato foi realiza com a finalidade de identificar
se ocorreu a modificacdo na superficie da membrana de CB de hidrofilica para
anfifilica para que possa ocorrer a interagdo da CB com enzima e depois
modificada com a 6leo e com a superficie aquosa que a CB vai se encontrar. A
CB ter ficado anfifilica é vantajoso para a aplicacdo na degradacao do d6leo. O
valor do angulo da gota quando toca a amostra vai indicar o grau de
hidrofobicidade sendo os valores menores de 90° indica que a amostra é
hidrofilica por ocorre o espalhamento da gota, angulos maiores que 90°
indicam que a amostra € hidrofébica por ndo ocorre a interagdo da gota com a
amostra (MOLAEI et al., 2022). Os angulos foram medidos 4 vezes em cada
amostra e depois foi calculada a média. Nas figuras 18 e na tabela 4 sao
mostrados os angulos das amostras CB, CB/ENZ, CB/ENZ/PLLA e
CB/ENZ/ZE.

53



Figura 18- Angulo de contado das amostras CB (a), CB/ENZ/PLLA (b), CB/ENZ/ZE(c)
e CB/ENZ (d).
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Tabela 4 - Valores dos angulos de contato das amotras CB,CB/ENZ, PLLA, ZE,
CB/ENZ/PLLA e CB/ENZ/ZE.

Amostras Angulo de contato  Classificagéo
Média £ DP

CB 45° + 4,53 Hidrofilico
CB/ENZ 55° + 4,81 Hidrofilico

PLLA 90° + 14,32 Hidrofébico

ZE 93°+ 4,05 Hidrofébico
CB/ENZ/PLLA 71°+ 5,46 Anfifilico
CB/ENZ/ZE 80°+ 3,66 Anfifilico

A CB apresentou o angulo de 45,2° e a CB/ENZ teve um angulo de 55°
mostrando ambas sao hidrofilicas, o que é caracteristico da CB. A CB/ENZ/ZE
teve o angulo 80°, CB/ENZ/PLLA apresentou 71° mostra que as amostras

ficaram anfifilica assim as amostras ndo sdo ne hidrofébicas e nem hidrofilicas
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0 que possibilita que haja a interagdo da CB com enzima com 6leo e o meio
aquoso onde ela vai ser utilizada. As amostras de PLLA e ZE apresentaram o
angulo de contado de 90° e 93° respectivamente mostrando que ambas as
amostras sdo hidrofobicas. O PLLA é considerado um material hidrofébico
devido ao seu grupos funcionais com -COOH,-OH a CB modificada com PLLA
teve um angulo de contado menor que o do PLLA e isso ocorreu por conta da
ligacdo quimica que ocorre entres os grupos funcionais da CB com o do PLLA
(SHUAI et al., 2022)

5.7 Teste de degradacgao de 6leo (indice de acidez)

Na tabela 5 sdo apresentados os dados do teste de degradagao de 6leo
de soja (indice de acidez). Observa-se que mesmo com O processo de
imobilizagdo, a enzima lipase manteve a capacidade de hidrolisar o 6leo de
soja, apresentando valor mais expressivo para a amostra de CB/ENZ/ZE
(97%), o que pode ser resultado da influéncia da presenca da zeina, por
também tratar-se de uma proteina. E possivel observar também que a amostra
de CB/ENZ/PLLA também apresentou um valor maior de indice de acidez
(66,1%) do que a amostra CB/ENZ.

Tabela 5- Valores médios de massa de NaOH e de indice de acidez para as amostras
de CB, CB/ENZ, CB/ENZ/ZE e CB/ENZ/PLLA

Amostra Massa NaOH (g) Al (%)
Médiat+DP Média+DP
CB 2,20+ 0,1 45,57 + 2,08
ZE 0,60 + 0,06 12,50 + 1,26
PLLA 0,34 £ 0,05 7,06 £ 0,95
CB/ENZ 2,84 £ 0,27 58,80 £ 5,5
CB/ZE 0,85+ 0,17 17,64 + 3,60
CB/PLLA 0,75+ 0,67 15,60 + 13,95
CB/ENZ/ZE 4,69 + 0,17 97,02 £ 3,6
CB/ENZ/PLLA 3,200 66,150

Os maiores valores de indice de acidez das amostras de CB/ENZ/ZE e
CB/ENZ/PLLA podem estar relacionados ao fato de ambos os materiais serem
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hidrofobicos e terem recoberto de forma quase que homogénea a membrana
de CB. A caracteristica de hidrofobicidade pode facilitar a interacdo das
amostras com a parte oleosa do meio reacional, o que ocasionou melhores
resultados de indice de acidez.

FACIN et al. (2018) estudaram imobilizagdo da lipase NS-40116 de
Thermomyces lanuginosus em poliuretano e analise da capacidade de hidroélise
de 6leo vegetal mostrou que todas as amostras alcangaram acidez maxima (12
— 13%), o que confirmou que a enzima imobilizada no suporte de poliuretano
manteve sua capacidade catalitica. Comparando com os resultados obtidos
neste trabalho, observa-se que os valores foram ainda maiores mesmo apds o
processo de modificagdo da superficie das membranas de CB, o que
demonstra a obtencdo de um material que mantém a caracteristica de
degradagao da enzima. As amostras CB/PLLA e CB/ZE apresentaram o menor
indicie de acidez assim como o PLLA e a ZE sozinha mostrando que esse
material n&do tem propriedade para a degradagdo de oleo sozinho o que
corrobora  com os resultado encontras nas amostras CB/ENZ/PLLA e
CB/ENZ/ZE.

6 Conclusao

A analise visual permitiu observar as modificagdes bem como a efetiva
imobilizagdo da lipase nas membranas de CB, uma vez que foi possivel
verificar as alteragcbes fisicas das amostras. Além disso, os testes de
caracterizagao indicam as alteragbes realizadas nas amostras. As curvas de
TGA identificaram uma regido de degradacgao atribuida a lipase na amostra
CB/ENZ, bem como as regides caracteristicas do PLLA e da zeina nas
amostras modificadas. Os espectros de FTIR mostraram bandas caracteristicas
dos materiais puros nas respectivas amostras modificadas, com excecao da
amostra CB/ENZ/ZE que nao apresentou as bandas da CB. Ja a analise de
MEV demonstrou a alteracao de superficie das amostras modificadas, com a
diminuicdo do espagamento entre as fibrilas de CB ocasionada pelo
recobrimento das membranas por PLLA e zeina e imobilizacdo da enzima. Por
fim, o teste de degradagao de éleo comprovou que, mesmo imobilizada e com

filmes de PLLA e zeina recobrindo a matriz de imobilizagdo (CB), a lipase
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manteve sua capacidade de degradar o 6leo vegetal, com destaque para as
duas amostras modificadas com PLLA e zeina que obtiveram os maiores
valores de indice de acidez, o que pode ser resultado do fato de ambos os
materiais serem hidrofébicos e terem facilitado o contato das amostras com a
parte oleosa do meio. O teste de angulo de contato mostrou que a amostras
ficaram anfifilica o que possibilita a interagao na interface agua-6leo fazendo a
degradagdo do o6leo. Com esses resultados, observou que o material
hidrofébico desenvolvido tem potencial de aplicagdo em sistemas de
tratamento de efluentes devido a sua capacidade de degradar o Oleo,
demandando, para isso, a realizagdo de mais analises que permitam aprimorar

esse produto.
7 Sugestoes para trabalhos futuros

Ainda existe muitas possibilidades para aprofundamento de trabalhos

futuros envolvendo esse estudo, a seguir algumas sugestdes:

¢ Analise da eficiéncia da CB incorporada e modificada ao longo prazo e em
larga escala de quantidade de gordura.

e Avaliar a liberagdo da enzima e degradacao de 6leo em caixas de gordura.

e Testar a CB/ENZ/PLLA e CB/ENZ/ZE com graxas e petréleo para ver a
eficiéncia de degradacao das moléculas.

e Avaliar a durabilidade das amostras CB/ENZ/PLLA e CB/ENZ/ZE in vitro
(degradacao das amostras).

e Realizar outros tipos de modificagdes visando melhorar a eficiéncia da

Lipase.
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9.1 Determinagdo do teste de proteina

A curva de calibracao foi realizada para testar a eficiéncia do reagente
e ver a relacado da concentragdo da enzima lipase NS-40116 como descrito em
CAVALCANTI, 2020. Nas figuras 19 e 20 conseguimos observar a curva de

calibragao de proteina (BSA) e da enzima respectivamente.

Figura 19- Graficos das curvas de clabragdo de protreina BSA(a) e da enzima(b)
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