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RESUMO

Este estudo tem como objetivo preparar filmes poliméricos a base de
guitosana para imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia (LPS-SD) visando
catalise na preparacdo do laurato de n-propila e o de n-butila por reacdo de
esterificacdo do acido laurico com n-propanol e n-butanol, respectivamente.

Os filmes foram preparados por técnica de casting, partindo-se de uma
solucéo polimérica de quitosana com a adicdo da LPS-SD (20mg - 40mg) deixada
secar, e cortados em pedacos pequenos e regulares. Posteriormente, estes sistemas
foram utilizados como catalisadores em reacdes de esterificacdo. Foram testados o
uso de filmes com diferentes espessuras de acordo com a concentragfes de
guitosana, 1%(m/V) - 2%(m/V), massa de LPS-SD e tempos de reacédo visando obter
os ésteres em boas conversdes. Andlises de H-RMN, IV e ccd comprovaram a
formacédo dos ésteres, havendo conversdes de 91% para o laurato de n-propila e
28% para o laurato de n-butila.

Para as amostras obtidas foram avaliadas as propriedades mecéanicas como
ensaio de tensdo-deformacao e analise dinamo-mecanico, determinacdo do angulo
de contato com agua e FTIR que demonstraram que a adicdo de LPS-SD aos filmes
acarreta mudanca nas suas propriedades dos sistemas obtidos.

Observou-se que os materiais obtidos possuem caracteristicas importantes na

catélise de reac0Oes de esterificacdo de ésteres de cadeia longa.

Palavras-chave: lipase, quitosana, imobilizacao, reacéo de esterificacao.



1. INTRODUCAO

A utilizacdo de agentes biologicos para a catdlise de reacbes estd em
constante crescimento, pelo fato destes processos apresentarem ganhos
consideraveis quanto a eficiéncia catalitica, como as enzimas do tipo lipase que
catalisam reacfes de esterificacdo e de transesterificacdo na producao de ésteres de

cadeias longas como flavorizantes, lipideos estruturados e biocombustiveis.

No campo industrial, com o passar do tempo, estas enzimas adquiriram uma
relevancia devido ao seu custo relativamente baixo, especificidade e capacidade de
reuso. Embora possuam excelentes vantagens devido as suas caracteristicas, estas
apresentam uma certa fragilidade quanto a fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos

capazes de inativarem o seu efeito.

Visando melhorar a utilizacdo das enzimas em ambientes desfavoraveis,
técnicas de imobilizacdo em diferentes suportes sdo otimizadas com o intuito de
evitar a inativagcdo da enzima, proporcionar a sua reutilizacdo, proteger frente a
microorganismos como fungos e bactérias e garantir estabilidade em relacdo ao

solvente organico, temperatura e pH.

Uma alternativa, neste contexto, € o uso de filmes poliméricos a base de
guitosana que asseguram estas propriedades devido as suas qualidades biolégicas:
por ser atoxico, resistente a micro-organismos, biocompativel e biodegradavel. Estes
sdo constituidos de uma fonte renovavel, podendo ser utilizados nas diferentes
técnicas de imobilizacdo, como aprisionamento, adsorcdo, encapsulacdo e

reticulacdo em suas diferentes formas como filmes, esferas e géis.

A vasta capacidade de atuacdo deste biopolimero para a imobilizacdo de
enzimas, incluindo as lipases, garantem o objetivo deste trabalho na preparacao de
esteres de cadeia longas, com énfase na preparacao de filmes a base de quitosana

para a fixagcdo da enzima.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biopolimeros

Biopolimeros s&o polimeros ou copolimeros naturais e biodegradaveis
(proteinas, polissacarideos, DNA, RNA e etc.), obtidos a partir de matérias primas
biolégicas, de fontes renovaveis e produzidas por um organismo vivo.*

Polimeros biodegradaveis podem ser classificados em quatro categorias de
acordo com a fonte e sintese: polimeros advindos da biomassa, como
polissacarideos (amido de batatas, milho, trigo), proteinas e lipidios (caseina do soro
do leite, colageno); polimeros obtidos por sintese microbiana tais como os
polihidroxialcanoatos (PHA) e polihidroxibutirato (PHB) através da fermentacao de
acucares; polimeros sintetizados quimicamente a partir de monémeros oriundos de
agro-recursos como poliacido latico (PLA) e os sintetizados quimicamente cujo 0s
mondmeros sdo obtidos de fontes ndo-renovaveis como as fosseis, como por
exemplo as policaprolactonas (PCL) e poli(succinato de butileno) (PBS).*

Observa-se um aumento no uso de polimeros naturais biodegradaveis, como
a quitosana, por serem potenciais substituintes dos artificiais oriundos de fontes néo-
renovaveis, sendo amplamente descritos na literatura devido as suas numerosas

caracteristicas bioldgicas.*

2.2 Propriedades e estrutura da quitosana

A quitosana (Fig. 1a) é um polissacarideo natural (formado pela sequéncia
do monémero de D-Glucosamina), principal derivado da quitina (Fig. 1b), e esta
substancia é encontrada nos exoesqueletos de insetos, conchas de crustaceos e
parede celular de fungos. E produzida pela N-desacetilacdo da quitina e analago a
celulose (Fig. 1c¢), em que o grupo hidroxila (OH) presente no carbono 2 é substituido

pelo grupo amino (NH,) (Figural).>

O fato de ser obtido através da quitina, o grau de pureza da quitosana,
necessario para a obtencdo de um produto soltvel, é determinado pelo grau de
desacetilagdo do grupo amino, onde o produto final da reacdo € um copolimero
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formado tanto por unidades de D-glucosamina quanto por N-acetil D-Glucosamina,
com grau de 80%-85%.°

OH
O OH
0 OH o
o
HO NF o a
HO NF

Quitosana
OH
0 OH
o] OH
(o) o
- HO N
0=¢ ] HO a=° b
CHj 0=C \
CH, 0=C
. CH
Quitina 8
OH
0 OH
0 OH
o) o
HO OH 1) P
HO OH o C
HO o)
Celulose

Figura 1. Estrutura da quitosana (a) quitina (b) e celulose (c).?

De acordo com a estrutura da quitosana, e devido a baixa polaridade, tende a
ser insolivel em &gua, mas sollivel em pH relativamente acido, abaixo ou em torno
de pH 6,5, nos quais 0s grupos aminos estdo protonados (-NHz").?

A quitosana tem apresentado potencial para diversas aplicacdes na medicina,
cosméticos, agricultura, tratamento de agua, engenharia de tecidos e sistemas de
liberagdo controlada de drogas, entre outras, sendo utilizada na forma de filmes,
géis, esferas, micro/nanoparticulas e em membranas.?*

Considerando os diversos suportes utilizados para imobilizagdo de enzimas,
naturais ou sintéticos, tanto organicos como inorganicos, a quitosana € um composto
interessante para este fim, devido as suas propicias caracteristicas, tais como ser
biocompativel, atoxico, biodegradavel e resistente ao ataque de micro-organismos,
podendo ser utilizada na preparacdo de géis, esferas ou membranas, alta
porosidade, hidrofilicidade e alta afinidade com proteinas, sendo estudada como um
potencial material biolégico na area medicinal.®

Desta forma, considerando suas caracteristicas quimicas e biologicas bem
como a facilidade na preparacdo de suportes solidos, filmes de quitosana se

tornaram Uteis na imobilizagdo de enzimas.



2.3. Filmes poliméricos de quitosana

Nas ultimas décadas, materiais a base de quitosana foram preparados e
potenciais produtos foram desenvolvidos em diversas areas com o objetivo de
garantir uma maior eficiéncia em determinada atividade, como no tratamento de
aguas residuais, na industria alimenticia, agricultura, industria de papel e celulose, na
area medicinal e biotecnoldgica.®

As suas notaveis caracteristicas asseguram-na como um suporte 6timo para
imobilizacdo de enzimas podendo ser utilizada na forma de po, flocos, géis, filmes,
membranas, esferas e etc.’

Os filmes poliméricos de quitosana na forma de membranas vem sendo
bastante estudado devido a sua grande capacidade de suporte para diversos tipos
de enzimas, células ou farmacos, em técnicas de aprisionamento e imobilizagdo.>®
(Figura 2)

Figura 2. Filme de quitosana feito com &cido acético

As suas caracteristicas favoraveis, tanto bioldgicas quanto quimicas,
asseguram o seu desempenho em diversas areas, tais como na industria alimenticia,
auxilio na producédo de bebidas alcodlicas através da imobilizacdo de células para
fermentacédo e processamento continuo segundo proposto por Kourkoutas e col.’, na
biomedicina, onde a biocompatibilidade é essencial, como no transporte e liberacéo
controlada de farmacos no organismo humano através do aprisionamento do



mesmo®, e na preparacdo de filmes poliméricos para imobilizacdo de enzimas
através da combinacdo com polimeros sintéticos.’

Além das caracteristicas gerais que estdo relacionadas ao proprio
biopolimero, é possivel variar certas propriedades relacionadas ao filme feito com
este biomaterial através do uso de solventes utilizado na preparacdo de quitosana.
Por exemplo, o uso de acido acético resulta em filmes flexiveis, transparentes, sem
caracteristicas adesivas e com superficies brilhante; os filmes obtidos com acido
citrico apresentam-se ligeiramente quebradicos e com coloragdo amarelada, sendo
flexiveis e ndo adesivos. O uso de plastificantes(como glicerol e sorbitol) pode
tornar estes sistemas mais flexiveis. °

Como citado, os filmes de quitosana podem ser usados para imobilizagdo de

enzimas, incluindo as lipases que foram usadas neste trabalho.

2.4. Imobilizacdo de enzimas

A imobilizacdo € uma técnica de fixacdo de enzimas em suportes sélidos, de
forma a mimetizar o modo de aprisionamento natural feito em células vivas, mais
precisamente, na membrana celular, onde este sistema tende a estabilizar a
estrutura da enzima e sua atividade, garantindo maior resisténcia aos efeitos
externos.

As enzimas imobilizadas, em geral, asseguram um processo rapido para o
término de uma reacdo, garantem a recuperacdo, tanto da enzima quanto do
produto, proporcionam o seu uso em multiplos ciclos de reacéo, sem perder de forma
significativa a sua capacidade de atuacdo, além de obter um aumento no
desempenho catalitico e possibilitar o uso da enzima em um meio organico. A
utilizacdo de uma enzima imobilizada como catalisador de reacbes, permite
simplificar o processo reacional envolvendo a fixagdo ou dispersao de uma enzima
em um suporte insolGvel para obter um sistema heterogéneo.**

As enzimas podem ser imobilizadas por varios métodos, baseados no tipo de
interacdo entre a enzima e o suporte, podendo ser fisica, onde ha uma interacéo
mais fraca, como uma adsorc¢éo, e quimica onde h& a formacéo de ligacdo covalente.

Dentre os métodos fisicos destacam-se o0 aprisionamento em gel (incluséo),
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microencapsulacdo em membrana sélida e adsorcéo fisica ou ibnica. Dentre os
meétodos quimicos, cita-se a reticulagdo (ou crosslinking), com a utilizacdo de um
reagente multifuncional de baixa massa molar e co-reticulagdo com outro
componente neutro, como uma proteina.>*°

A Figura 3 mostra alguns dos principais métodos de imobilizacdo de

enzimas.'°

<
s 0y
e

s
.

A B C D

Figura 3. Métodos de imobilizacdo de enzimas: (A) aprisionamento, (B) encapsulacao, (C)
suporte sélido-adsorcéo, (D) reticulacéo - ligacéo cruzada.™®

Apesar da grande variedade de métodos para imobilizagdo, nenhum por si sé
€ o melhor para todas as enzimas. Isto ocorre pelo fato de haver uma
heterogeneidade entre uma e outra, em relacdo a composicdo, propriedades do
substrato e do produto, e meio de atuacdo. Além da diferenca entre os métodos,
onde uns podem ser mais simples que 0s outros, mais custosos, mais efetivos,
reversiveis e duraveis.®

Portanto, para melhor escolha das condi¢cdes de imobilizacdo de determinada
enzima, deve-se adotar de forma empirica e através de um processo de tentativa e
erro, os diversos parametros, de modo a assegurar a maxima retencao, atividade,

durabilidade e estabilidade possiveis da enzima.'°

2.5 - Lipases

As lipases séo catalisadores biolégicos que atuam sobre lipideos em reacdes
guimicas, como em reacOes de esterificacdo, em que ha a formacao de um éster a

partir de um acido carboxilico e um alcool, e em reacbes de hidrolise (contraria a



reacdo de esterificacdo) como o que ocorre no corpo humano, onde, no sistema

digestivo, as gorduras sdo convertidas em acidos graxos e glicerol ( Figura 4).*

O Esterificacao O
Ri— + HO-R, < ~ R, +  HO
OH Hidrolise O-R,

Figura 4. Reacdes genéricas de esterificacdo e hidrélise

A lipase € a classe de enzimas mais utilizada em biotecnologia, por serem
mais estaveis devido a sua evolucédo estrutural do que as estereases. Séao aplicadas
preferencialmente na hidrélise de gorduras, devido a sua especificidade para
substratos de cadeias carbbnicas longas, como na hidrolise de ésteres de acidos
graxos. Com o passar do tempo, ganharam uma relevancia significativa devido a sua
particularidade em reacdes sintéticas de esterificacdo e transesterificacdo ocorridas
em meio organico ou de baixa concentracdo aquosa na producdo de ésteres como
flavorizantes, potenciais farmacos e biocombustiveis no meio industrial.*>*3

Na industria, as lipases imobilizadas demonstram seu maior potencial, como
na industria de 6leos, na producdo de sabao, detergentes e cosméticos a partir da
hidrélise de Oleos naturais como azeite de dendé e de oliva, como propostos por
Shamel e col. *. Outras aplicacdes sdo para o enriquecimento de triglicerideos com
acidos graxos poli-insaturados como proposto por Huanf e col.'®, na producéo de
biodiesel a partir da alcodlise de 6éleos naturais como proposto por Tan e col.*®, na
indGstria alimenticia, na preparacdo de flavorizantes e lipideos estruturados®’, na

producdo de potenciais farmacos como proposto por Yu et al'®

. As lipases também
vem sendo usadas para preparar ésteres isomeéricos do acido linoleico possuindo
boas funcdes farmacolégicas'®, bem como na industria de cosméticos como na
producdo de ésteres antioxidantes, biossurfactantes, flavorizantes e emolientes.?

A técnica da imobilizacdo da lipase combinada a sua eficiéncia permite o
aumento o tempo de vida de atuacéo, recuperacéo, reutilizacdo, e a protecéo frente
ao solvente, temperatura e agentes externos, como bactérias e fungos, devido a
cooperacao enzima-suporte, onde as caracteristicas de uma sao praticamente

transferidas a outra.®*?



2.6 Esteres de cadeias longas

Esteres sdo compostos organicos naturais, onde muitos sdo glicerideos,
provenientes da glicerina, que constituem a maior parte dos 6leos e gordura. Esteres
mais simples, formados por cadeias mais curtas de carbono sao responsaveis pelo
aroma de frutas e flores sendo utilizados na industria como flavorizantes e
aromatizantes de bebidas. Por exemplo, citam-se o butanoato de n-butila (aroma de
abacaxi), metanoato de etila (aroma de groselha) e o etanoato de butila (aroma de
maca verde).

Os ésteres de cadeias longas a serem preparados neste trabalho por catalise
enzimatica sdo os dodecanoato de n-propila(l) e o de n-butila(2), a partir de acidos
graxos de cadeias longas e alcoois de cadeia curta (n-propanol e n-butanol); estes
derivados de acidos graxos reportados na literatura bem como os octanoato de n-
propila(3), miristato de n-propila(4) e palmitato de n-propila(5), s&o comumente
utilizados na industria como aditivos, plastificantes de PVC e em formulagbes de

produtos cosméticos e farmacéuticos como cremes, protetores solares e pomadas.??
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Trabalhos recentes utilizando lipases imobilizadas em polimeros como
proposto por Oliveira et al.,”®> demonstram a capacidade de atuacao das lipases em
reacOes de esterificacdo, onde as do tipo microbiana imobilizadas em copolimero de
estireno-divinilbenzeno foram utilizadas na preparacao do butirato de n-butila , com
conversdo de 95% a 37°C em 24h.



No trabalho proposto por Paula et al.,** a preparacéo de ésteres de aclcares,
usando o acido laurico e frutose com conversdo de 44% por 6 h, foi feita usando
lipase pancreatica do porco (PPL) imobilizada em particulas de polisiloxano-alcool
polivinilico (POS-PVA).

Portanto, devido ao grande interesse na utilizacdo de lipases imobilizadas
utilizadas como catalisadores, neste estudo sera preparado um novo suporte a base
quitosana para ser usado na imobilizagéo da LPS-SD. Posteriormente, este sistema
sera usado em reacdes de esterificacdo para obtencéo de ésteres de cadeias longas.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Este estudo visa preparar filmes de quitosana pela técnica de casting com
intuito de serem usados como suporte na imobilizacdo da lipase LPS-SD, obtendo
sistemas cataliticos com potencial aplicacdo em reac¢fes de esterificacdo do acido

laurico com n-propanol e n-butanol, em meio orgéanico.

3.2 Objetivos Especificos

- Caracterizar a quitosana e avaliar as melhores condi¢des de obtencédo dos filmes
puros e dos filmes de quitosana contendo lipase LPS-SD, tais como concentracéo e

volume da solucéo polimérica e resisténcia do filme.

- Caracterizar os filmes de quitosana puros e contendo a enzima lipase por
espectroscopia no infravermelho, analise de tensdo-deformacdo, ensaio dinamo-

mecanico e determinagéao do angulo de contato.

- Avaliar a influéncia da imobilizacdo da lipase na reagcdo de esterificacdo entre o

acido laurico com n-propanol e n-butanol.

- Caracterizar por infravermelho (IV) e quantificar a obtencdo dos ésteres por
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-RMN) e determinar a pureza por

cromatografia em camada delgada (ccd).

- Comparar os resultados obtidos com os presentes na literatura.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiais

- Quitosana de média massa molar proveniente da Sigma Aldrich (99%)

- Lipase de Bactéria Burkholderia cepacia - LPS-SD (Amano, 30.000 u/g)*

* Uma unidade de atividade lipolitica esta definida como a quantidade de enzima que libera um pmol de acidos
graxos por minutos. Como substrato é utilizado o 6leo de oliva. ** Uma unidade de atividade lipolitica hidrolisa 1
pequivalente de acido graxo a partir de trigliceridio em 1h, pH 7,7, A 37 °C.

- Hexano (Synth, 98,5%), Alcool propilico (Nuclear, grau analitico), Alccol Butilico

(Vetec, grau analitico), Acido Laurico( Vetec, 98%).

4.2 Equipamentos

- Espectrometro de *H-RMN (Varian AC 400F, 400MHz);

- Espectrometro de infravermelho (Shimadzu IR Prestige 21);
- Agitador com banho termostatizado (Technal TE-0532);

- Rota-evaporador (Buchi 461);

- Maquina de ensaio mecanico (EMIC DL 2000);

- Maguina de analise dinamo-mecéanica (DMA - Q800);

- Gonibmetro (Ramé-Hart Instrument - 190)

Estes estdo disponiveis nos laboratérios POLIMAT 201/202 e de Biocatalise 301/302,
na Central de Analises do Departamento de Quimica e de Engenharia Quimica da
UFSC.
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4.3 Determinacao do grau de desacetilacdo da quitosana (%GD)

O grau de desacetilacdo da quitosana foi determinado por espectroscopia no
infravermelho. O espectro de infravermelho de amostras solidas de quitosana na
faixa de 4000-400 cm™ foi realizado em pastilhas de KBr, com resolucéo de 4 cm™,
por meio da acumulagao de 25 escaneamentos em um espectrometro IR Prestige-21

Shimadzu.

O grau de desacetilacdo da quitosana foi determinado pela Equacéao 1:

Equacéo 1
{A1320 /41420 —-0,3822

0.03133

SeGD = 100 —

onde %GD é o grau de desacetilacdo; e Az © A1 S80 as intensidades de

absorc&o no infravermelho em 1320 e 1420 cm™, respectivamente.

4.4 Preparacéo do filme de quitosana puro

Os filmes de quitosana foram obtidos a partir de uma solugcéo polimérica de
guitosana 2% (m/v) via técnica de casting. 2g de quitosana foram dissolvidas em
100mL de uma solucéo 0,2 mol.L™* de &cido acético e agitada por 24 h a temperatura
ambiente. Apds solubilizacéo total da quitosana e obtencdo de uma solucéo viscosa,
esta foi filtrada em funil de placa porosa para a retirada de quitina presente.
Posteriormente, 50 mL desta solugcédo foram colocados em uma placa de polietileno
tereftalato (PET) e deixados em uma superficie nivelada para evaporacdo do

solvente. ApoOs a secagem, os filmes foram acondicionados para as devidas analises.

4.5 Preparacgéo do filme de quitosana com lipase

A preparagdo dos filmes contendo lipase, foi realizada seguindo o
procedimento descrito no item anterior. Apos a obtencdo da solucdo viscosa de
quitosana, 20 mg da lipase LPS-SD foi dissolvida em 2 mL de tampéo tris pH 7,2 e
adicionada a solucao de quitosana. Apos a adicao da lipase, a solucdo permaneceu
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sob agitacdo por 60 min até a completa homogeneizacao do sistema. A solucao final
foi colocada em placa de PET e deixada para secar a temperatura ambiente em uma
superficie nivelada. Apos secagem, o filme esteve pronto para a andlise e para a
reacao de esterificacéo.

4.6 Preparacdo do meio reacional para as reagdes de esterificacao

O filme seco de quitosana/LPS-SD foi cortado em pequenos pedacos, com 0
intuito de garantir uma boa area superficial e colocados em um erlenmeyer contendo
50 mL de n-hexano, como solvente da reacao, acido laurico (5 mmol), n-propanol ou
n-butanol (5 mmol) e agitado em banho termostatizado da Technal TE-0532, a 35° C
por 24 h. (Figura 5)

Hexano

0 0
R4 + HO-R : » R +  HO
- 35°C, 24h O-R'

R= '(CH2)100H3 R'= 'CH2'CH2'CH3 ou R|= 'CH2'CH2‘CH2'CH3

Figura 5. Reacgéo de Esterificacéo.

A reacdao foi monitorada por cromatografia em camada delgada (ccd), usando
uma solucdo hexano:acetato de etila (7:3 v/v) como eluente. Apés o término da
reacdo, a mistura foi separada do filme e transferida para um baldo de fundo

redondo.

O filme foi lavado com o solvente organico da reacdo, de forma abundante,
com o intuito de garantir a retirada de todos os reagentes e produto, sendo avaliado
também por ccd. A seguir, o solvente foi removido do baldo de fundo-redondo por

rota-evaporador..

A formacao do produto foi quantificada por analises de ressonancia magnética
nuclear de Hidrogénio, *H-RMN, em que a converséo é calculada pela comparacéo
de area entre os hidrogénios metilénicos do éalcool (6 ~ 3,5 ppm) com os dos
hidrogénios metilénicos vizinhos ao éster (& ~ 4,0 ppm), dividindo-se a area referente
aos protons vizinhos ao éster pela soma das areas dos picos relacionados, como

apresentado na figura 6, para o laurato de n-propila e n-propanol (produto de reagéo
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nao purificado). A caracterizacdo foi também determinada por

infravermelho (IV) e a pureza do produto por ccd.
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Figura 6. Espectro de 1H-RMN do Laurato de n-propila(91%) e do n-propanol(9%)[CDCls,

400MHZ].

4.7 Espectroscopia no infravermelho

Analises de espectroscopia na regido do infravermelho, dos filmes, foram

obtidas utilizando-se um espectrofotdmetro Shimadzu IR Prestige 21. As solucdes

filmogénicas foram desidratadas em superficies de silicio para a formacédo de filmes

finos e posteriormente analisadas. O produto da reacéo de esterificacao foi analisado

via aparato de ATR-FTIR. Sendo obtidos 32 scans na faixa de 4000 a 400 cm™, com

resolucdo de 4 cm™
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4.8 Ensaio tensdo-deformacéo dos filmes

Os ensaios de tensdo-deformacdo tém como objetivo determinar as
propriedades mecénicas dos materiais, como modulo de elasticidade, tenséo
maxima, deformacéo especifica, tensdo de escoamento, entre outros.

Foram obtidos corpos de prova (12,5 x 50 mm) a partir dos filmes produzidos
e analisados em ensaios de tensao-deformacdo. Os corpos de prova foram
acondicionados em umidade relativa de 58% (dessecador com solucdo saturada de
brometo de sédio) a temperatura de 25 °C, durante 48 horas. Os ensaios foram
realizados utilizando um equipamento de ensaio universal, EMIC DL 2000 a
temperatura ambiente com velocidade constante de 20 mm.min, uma célula de
carga igual a 50 kgf e distancia inicial da prova de 50mm. As medidas foram
realizadas segundo a norma ASTM D882-00 (2001).* Os resultados obtidos
correspondem a uma meédia no ensaio de 10 corpos de prova para cada filme

analisado.

4.9 Andlise dinamo-mecéanica dos filmes - DMA

Corpos de prova com uma média de 5,33 x 70 mm foram recortados do filme
de QTS e QTS/LPS, acondicionados em uma umidade relativa de 58%, a
temperatura de 25 °C, por 48 horas e feito o ensaio em um equipamento de analise
dinamo-mecanica, DMA Q800 a uma faixa de temperatura de 30 a 200 °C, com uma

taxa de 1 "C/ min. Para cada amostra foi feita analise de 4 corpos de prova.

4.10 Determinacao do angulo de contato

Para realizar as medidas de angulo de contato, foi utilizado o software Drop
Image Advanced que €& acoplado ao Gonidbmetro Rameé-Hart Instrument 190,
utilizando uma céamera para observar a imagem do perfilda gota através da
obstrucao dos feixes de luz.

Foram realizadas 10 medidas do angulo de contato em cada gota de agua, de
aproximadamente, 5 pL, em intervalos de 1 segundo. A analise foi realizada em

triplicatas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho, a lipase de Bactéria Burkholderia cepacia (LPS-SD) foi
imobilizada em filmes de quitosana. Estes suportes, com a enzima imobilizada, foram
utilizados em reacdes de esterificacdo para obtencdo de ésteres de cadeia longa,

laurato de n-propila e laurato de n-butila.

Os filmes utilizados foram analisados por ensaios mecanicos, infravermelho
(IV) e angulo de contato de forma a observar mudancgas promovidas pela enzima

apos imobilizacéo.

A seguir, os resultados obtidos serdo apresentados e discutidos.

5.1- Determinacgédo do grau de desacetilacdo da quitosana

O grau de desacetilacao(GD) da quitosana foi determinado, primeiramente, por

espectroscopia de infravermelho, cujo espectro obtido encontra-se na Figura 7.
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Figura 7. Espectro de infravermelho da quitosana(KBr).

Muitas bandas caracteristicas podem ser observadas neste espectro, tais
como uma banda larga entre 3700 e 3000 cm™ relacionada aos estiramentos das
ligages O-H e N-H. duas bandas, sendo um em 2927 e outra em 2877 cm™

referentes ao estiramento da ligacdo C-H de carbono sp®. Observam-se, também,
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uma banda em 1652 cm™ relacionada ao estiramento de carbonila de amida, uma
em 1590 cm™ caracteristica de deformac&o fora do plano de  —NH,, e picos em

1420 e em 1320 cm™ relacionadas ao anel glucosamidico.?®

Brugnerotto at al*’

apresentaram um trabalho sobre métodos para avaliacdo
do grau de desacetilagao de quitosana utilizando determinadas bandas de referéncia
e caracteristicas do espectro de IV. Foi demonstrado que para qualquer GD de
quitosana, as bandas de 1420 e 1320 cm™ sdo mais estaveis independente da

técnica, estado ou estrutura do filme polimérico de quitosana.

Desta forma a partir da Equacdo 1, poOde-se determinar o grau de
desacetilacdo da quitosana por estas banda, tendo as bandas de 1320 e 1420 cm™

absorbancias iguais a 0,5019 e 0,5126, respectivamente.

(0,50159/0,5126)—0,3822
GD = 100 — = B80,95%
0,03133

Portanto, o grau de desacetilacdo da quitosana €, aproximadamente, 81%.

5.2 - Preparacdo e caracterizacao dos filmes

Como primeira parte do trabalho, foram preparados filmes com diferentes
concentracfes do polimero em solucédo para determinacdo da espessura e aspecto
adequados para a imobilizagdo da LPS-SD, como segue na Tabela 1.
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Tabela 1. Aspecto macroscopico dos filmes de quitosana.

QTS Vol. de Aspecto
Filme® Solucéo de Molde
(m/\V)% QTS(mL) macroscopico
Placa de amarelado,fino,

1 1% 50 . ,
Vidro aderente ao vidro
Placa amarelado,

2 1% 100 _
PET fino

Placa de amarelado, firme,

3 2% 50 _ _
Vidro aderente ao vidro
Placa amarelado,

4 2% 100 o
PET semi-rigido, seco
Placa amarelado, firme,

5 2% 75 _
PET resistente
Placa amarelado,

6 2% 50 )
PET fino

(a) preparados em acido acético: 0,2 mol/L

Os filmes constituidos de 1% de solucdo de quitosana apresentaram-se finos
e nao tao resistentes quantos os feitos com 2% de solu¢cdo. Quanto aos moldes
utilizados, aqueles feitos em molde de vidro perderam sua integridade devido a
aderéncia com o vidro, pois ao ser retirado, as bordas ficaram mais alongadas do
gue a parte central do filme, o que impossibilitaria futuros ensaios mecanicos. Desta
forma optou-se pela utilizagdo do molde de PET. Este possibilitou a retirada
completa do filme sem alguma deformacgao. Portanto, foi utilizado uma solugao de
2% de quitosana com um volume de 75mL, visto que obtiveram as melhores

caracteristicas.

Nos filmes de quitosana contendo a LPS-SD néo foi observado um aspecto
macroscopio diferente dos filmes puros, ou seja, visualmente foram mantidas as

caracteristicas dos filmes.

18



5.3 Caracterizacado dos filmes por infravermelho(lV)

A espectroscopia de IV dos filmes de QTS e QTS/LSP-SD foi utilizada de
forma a avaliar os grupos quimicos da quitosana, bem como a relacéo deles com os

presentes na enzima lipase, como é apresentado na Figura 8.

Abs, u.a.

T T T r T
4000 3000 2000 1000

Mumero de onda, om

Figura 8. Espectro de infravermelho dos filmes de QTS (a), QTS/LPS-SD (b) e LPS(c).

O espectro infravermelho apresenta os principais sinais referentes aos
grupos presentes em sua estrutura, em torno de 3420 cm™, atribuida &
deformacdo axial do grupo O-H. Sinais caracteristicas sdo a 1650cm’
! correspondente a amida |, 1560 cm™, relacionada ao grupamento —NHs"
,1070 e 1030 cm™, devido ao estiramento C-O, 1314 cm™ devido ao grupo -
CO-N-. O sinal intenso entre 800 cm™ e 1200 cm™ esta relacionado com os anéis

piranosidicos. ?°

Para a enzima lipase na sua forma livre € apresentado um espectro tipico de
proteinas com banda de absorcdo associadas ao grupos carbonilico de amidas

(CONH) em 1650 cm™ como também deformacéo O-H axial em 3460 cm™.
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Para os filmes contendo a enzima lipase, observam-se que as principais
bandas da quitosana estdo presentes. Porém a banda por volta de 1560 cm™
encontra-se deslocada em 1564 cm™, sugerindo que os grupamentos carboxilatos
presentes na estrutura da lipase, interagem com os grupos NH®*" presentes na

estrutura do filme.

5.4 - Determinacgao do adngulo de contato

A medida do angulo de contato tem como principio caracterizar a interagdo
entre a superficie do filme de quitosana com presenca ou ndo da enzima lipase e um

determinado liquido como a agua.

O objetivo desta analise é caracterizar a influéncia da LPS-SD no filme de
forma a determinar a afinidade do mesmo com solventes polares e apolares, ou seja,
descreve a sua hidrofilicidade.?® De acordo com Assis et al®®, a molhabilidade é
baseada pela presenca de grupos polares e nado-polares na superficie a ser
analisada, estabelecendo duas formas de andlises de acordo com o angulo medido:
caso o liquido molhe a superficie em angulos 0°<8<90° a superficie é considerada

hidrofilica e hidrofébica caso o angulo medido seja entre 90°<6<180°.

Conforme descrito na metodologia, os angulos de contato referentes a gota de
agua foram medidos como demonstra a Figura 9 e os resultados obtidos sao
apresentados na Tabela 2.

Figura 9. angulo de contato para dgua em Filmes de QTS(a) e de QTS/LPS(b).
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Tabela 2. Angulo de contato entre o filme e a gota de agua.

Amostra Média do angulo (°) Desvio padrao
QTS 78,46 0,34
QTS/LPS 81,51 2,76

De maneira geral, nota-se um pequeno aumento do angulo de contato do filme
contendo a enzima LPS-SD. Com este ensaio, observa-se que houve uma
diminuicdo no carater hidrofilico do filme de quitosana com a adicdo da enzima
lipase, visto que a média do angulo de contato do filme de QTS contendo a lipase é
maior do que a do filme de QTS puro. Isso nos permite analisar que 0 processo de
imobilizacdo da enzima que possibilitou a sua fixacdo permitiu a maior exposi¢cao dos
grupos hidrofébicos que a constituem, transferindo esta caracteristica ao filme de

acordo com a sua dispersao.

Quanto a dispersdo da enzima no filme, outra andlise que pode ser feita a
partir desses resultados € em relacdo ao desvio padrdo, observa-se que o desvio
para as andlises do filme contendo a enzima foram altos demonstrando que a enzima

ndo se encontra totalmente distribuida de forma homogénea nos filmes produzidos.

5.5 - Ensaio de tensao-deformacgé&o dos filmes de QTS e QTS/LPS

Propriedades mecénicas dos filmes de quitosana séo influenciadas pela
massa molar do polimero bem como das soluc¢des acidas utilizadas na solubilizagéo
do polimero para confeccao do filme. As propriedades mecanicas que podem ser
obtidas nas analises estédo relacionadas com o comportamento do filme frente as

tensdes de deformacgédo aplicadas, tais como medidas de tensdo na ruptura,
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elongacdo maxima e moédulo de Young que caracteriza a parte elastica do filme, ou

seja, proporciona uma medida da rigidez do material sélido. °

As curvas de tenséo-deformacdo para os filmes de quitosana contendo a
enzima ou ndo, apresentaram-se em trés regides de deformacao: elastica, elongacéo
e ruptura. A regido elastica € onde a deformacgé&o varia linearmente com a tenséo até
o limite de resisténcia do material. A regido de elongacéo ou plastica se caracteriza
guando a forca aplicada excede a tensdo maxima suportada pelo filme e apds
deformacédo o filme ndo € capaz de retornar ao seu comprimento inicial. A regido de

ruptura representa o rompimento total do filme.®

As trés regides descritas podem ser encontradas nas Figuras do filme de QTS
puro (Figura 10) e do filme de QTS/LPS-SD (Figurall) a seguir, e os dados

representativos de cada regido estdo apresentados na Tabela 3.

CR1
CR2
CR3
LPa

CPY

Tensdo{ MPa )

o . , . , . , . , —L

0 5§ 10 15 20 25 aa

Deformagiol %

Figura 10. Ensaio mecéanico do filme de QTS.
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Figura 11. Ensaio mecanico do filme de QTS/LPS-SD.

Tabela 3. Dados referentes ao ensaios de tensédo - deformacéo dos filmes.

Tensao na

ruptura Deformacéao/elongacéao Médulo de

Filme Espessura (um) (MPa) (%) Young(MPa)
2138,88
QTS 51,60 8,15 58,80 5,54 26,27 £1,50 +276,82
2939,00
QTS/LPS 46,88 +4,73 72,63 £14,6 18,41 £12,40 +184,50

A partir da andlise das curvas de tensdo versus deformacédo, observa-se que
os filmes preparados apresentam uma regido elastica, em que a deformacdo varia
linearmente com a tensdo até o limite de resisténcia do material. Esta regiao

caracterizada pelo moédulo de Young, coeficiente angular da parte elastica linear dos
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graficos, demonstra que a lipase aumenta a capacidade de resisténcia a tensao do
filme de quitosana, devido ao valor do modulo de Young encontrado no filme de
QTS/LPS (2939,00) que é maior do que o encontrado no filme puro de QTS
(2138,88).

Além da regido elastica, sdo observados altos valores de tensao na ruptura e
baixos valores de elongacdo que caracterizam um tipico padrdo de material fragil e
rigido. A adicdo da enzima proporcionou uma certa mudanca nas caracteristicas
mecanicas do filme, sendo observado a variacdo da elasticidade, elongacdo e
ruptura, como é observado na Tabela 3.

A taxa de deformacdo do filme foi afetada pela enzima dado a maior
elasticidade e menor elongacdo promovida a este, onde os valores de tensdo na
ruptura foram inferiores a 20 Mpa. Os dados posteriores encontrados no grafico do
filme de QTS/LPS-SD pode ser caracteristico da regidao do filme de onde foram
retirados os corpos de prova, pelo fato de ndo haver uma total homogeneizacao da
solugéo de quitosana e da massa de lipase, o que pode ser demonstrado pelo alto

valor de desvio padrdo encontrado na regido de elongacao, plastica.

Os valores diferentes de elongacéo (porcentagem de deformacao) referentes
ao filme de QTS/LSP caracterizam, provavelmente, o local de onde foi retirado o
corpo de prova, ou seja, corpos de prova que teriam sido retirados da parte central
do filme possuem uma maior elongacédo e os demais retirados da borda do filme

possuem uma menor deformacao.

As analises feitas no ensaio de tensao-deformacédo podem ser relacionadas e
sdo coerentes com os resultados obtidos na analise Dinamo-mecénica descrita a

sequir.

5.6 - Ensaio dinamo-mecanico dos filmes de QTS e QTS/LPS

A andlise dinamo-mecanica ou DMA (Dynamic Mechanical Analysis) € um
meétodo termoanalitico para a caracterizacdo das propriedades mecanicas de um
material quando este é submetido a forcas dinamicas (carga oscilante a uma

determinada frequéncia) dentro de uma faixa de temperatura controlada. Esta analise
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tem como objetivo estudar as propriedades elasticas e viscosas dos filmes, bem

como a transicdo vitrea e transicdes secundarias.*

Nas analises de DMA de ambos os materiais, foram obtidas as curvas de
modulo de perda (Figura 12) e de estocagem (Figura 13), em MPa, vs temperatura
(°C), além da curva de tan delta (Figura 14) vs temperatura ('C) de onde foram

obtidas as transic¢des vitreas e alfa-relaxacao.

400 +

350

300

250

Modulo de perda(MPa)

200 +

150 — T - T - T - 1 T 1 T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Temperatura (°C)

Figura 12. Médulo de perda para os filmes de QTS/LPS-SD (a) e QTS (b).
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Figura 13. Médulo de estocagem para os filmes de QTS/LPS-SD (a) e QTS (h).
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Figura 14. Tan Delta para os filmes de QTS/LPS-SD (a) e QTS (b).

Com a adigéo da enzima, houve o aumento do modulo de perda (Figura 12) e
do médulo de estocagem (Figura 13) do filme de quitosana o que demonstra uma
baixa elongacdo e maior elasticidade, como pode ser constatado nos graficos de
tensdo-deformacdo apresentados anteriormente (Figuras 10 e 11). Essas
conclusdes sdo similares as encontradas em publicacbes por Matet et al.® e
Thakhiew et al.*? quanto a relacdo do moédulo de perda com a parte elastica do filme

e do modulo de estocagem com a parte viscosa do filme, elongacéo.
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De acordo com o grafico de tan delta, observaram-se dois picos para cada tipo
de filme, onde um esta representado por uma alfa-relaxacéo, em torno de 89° C para
o filme QTS/LPS e 85° C para o filme de QTS, e o outro representa a Tg, transicao
vitrea, em torno de e 147 °C para o filme contendo a lipase e 159 °C para o filme de
Quitosana puro (Figura 14). Na literatura, esta transicdo so € observada em filmes

de quitosana carregados devido a presenca de grupos NH3*33

Como foi demonstrado, a adicdo da enzima promoveu uma certa
maleabilidade ao filme, pelo fato de ter promovido a diminui¢cdo da Tg. Desta forma
h&a uma maior mobilidade entre as cadeias poliméricas, dado a maior facilidade em

migrar de um estado relativamente rigido para um estado borrachoso.

O pico referente a alfa-relaxacédo é reportado na literatura por Epure at al.>*

como sendo um comportamento comum de quantidades de 4gua presentes no filme
gue conferem uma certa plasticidade ao mesmo. Esta transi¢cdo também é reportada
como sendo uma transi¢ao de dessorcao de umidade em filmes de quitosana, sendo
relacionada em filmes de quitosana pela quantidade de grupos NHy/NHs3" na

estrutura dos filmes.*3

5.7 - Reacdao de esterificacdo com a LPS-SD imobilizada

Conforme demonstrado na parte metodoldgica, foram estudadas reacfes de
esterificacdo entre o &cido laurico com n-propanol e n-butanol catalisada pela lipase
de Burkholderia cepacia LPS-SD imobilizada em filme de quitosana por 24h, a

temperatura de 35°C.

As porcentagens de conversdo aos produtos foram determinadas através de
ressonancia magnética de Hidrogénio (*H-RMN), a caracterizacéo por Infravermelho

(IV) e pureza por ccd.

Os dados estéao apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Converséo ao laurato de n-propila e ao laurato de n-butila.®

Solucéo QTS Massa de

Entrada ALCOOL no filme (%) LPS (mg) Conversao (%)®
1 n-propanol 2,0 20 mg 91,0
2 n-butanol 2,0 20 mg 28,0
3 n-propanol 2,0 40 mg <5,0
4 n-butanol 2,0 40 mg nd
5 n-propanol 1,0 20 mg <5,0
6 n-propanol 1,0 20 mg <5,0

(a) &c. laurico (5 mmol), n-propanol/n-butanol (5 mmol), T=36°C, n-hexano (50mL), t= 24h;(b)
determinada por *H-RMN; (c) reacéo feita em 48h; nd= n&o detectado

Como é observado, no teste preliminar da metodologia que seria empregada,
foi obtido um resultado satisfatorio na reacdo de entrada 1 com uma conversado ao
laurato de n-propila de 91%. A partir deste resultado, a reacao foi feita com n-butanol
como forma de teste para observar se a reacdo seria possivel para substratos de
cadeias maiores. Porém, como pode ser observado, para o laurato de n-butila foi

obtido uma conversédo de 28% (entrada 2).

Com os resultados das reag0es anteriores, foram feitas outras duas com uma
maior quantidade de lipase (40 mg) para constatar se haveria aumento ou ndo na
conversdo em éster. Ao usar as condicdes de reacdo descritas, na entrada 3, o
laurato de n-propila foi obtido com conversdo <5%, e néo foi detectado o produto na

reacao do acido laurico com n-butanol (entrada 4).

Nas reacdes com menor quantidade de quitosana (1%), em que o filme se
encontra menos espesso, e com maior tempo de reacéo, resultados menores que

5% também foram obtidos (entradas 5 e 6)

Durante o trabalho, foram feitas reac¢des utilizando filmes de quitosana com as
mesmas caracteristicas e quantidade de lipase usadas nas condi¢cdes da Entrada 1,

e as conversodes também foram <5%.
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Desta forma, a atencao do estudo ficou voltada para a tentativa em reproduzir
o resultado obtido nestas condi¢cdes, onde o produto da reacéo foi caracterizado por
IV e *H-RMN, sendo condizente com a formac&o do laurato de n-propila. O produto
apresenta-se como um liquido amarelado, com cheiro adocicado que sao

particularidades representativas de ésteres.

Observou-se que as baixas conversdes obtidas poderiam estar relacionadas
como a baixa quantidade de agua necessaria para atuacdo da enzima devido ao
modo de secagem de producdo dos filmes de QTS/LPS-SD, visto que a época que
secagem eram diferentes, devido a influéncia da umidade relativa do ar que
influencia na evaporacdo da agua presente na solucdo de quitosana, bom como a
utilizacdo de chapas de aquecimento para confeccao dos filmes, de forma a garantir

uma rapida formacao dos filmes para o preparo das reacoées.

Apos obtencdo do produto da reacdo nas condi¢cdes da Entrada 1, néo foi
possivel reaproveitar o suporte de quitosana com a lipase visto que o mesmo perdeu
sua caracteristica de filme, e ficou com um aspecto parecido ao gel, logo néo foi
possivel fazer reuso em outras reacdes para determinar as demais taxas de

conversao.

5.8 - Caracterizacdo espectroscopica dos produtos da reacao

O Laurato de n-propila obtido na reacao de esterificacdo do &cido Laurico com
o alcool propilico catalisada por enzima lipase imobilizada em filme de quitosana foi
caracterizado por ressonancia magnética de Hidrogénio (*H-RMN) e por
espectroscopia de infravermelho (V).

A Figura 17 mostra o espectro de *H-RMN do Laurato de n-propila obtido:
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Figura 15. Caracterizacdo do laurato de n-propila por *H-RMN [CDCI3, Varian 1H-RMN

400 MHz].

Para sua caracterizacdo, destacam-se o0s picos dos prétons metilénicos

vizinhos ao oxigénio do grupo éster (-CH,OCOR, Ha) e dos prétons vizinhos ao

carbono da carbonila (-CH,COOR, Hb), também do éster, sendo tripletos centrados

em 2,25 ppm e 3,95 ppm, respectivamente.

A Figura 16 mostra o espectro de infravermelho do &cido laurico e do laurato

de n-propila apresentando bandas caracteristicas de ambos compostos:
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Figura 16. Espectro de IV do &cido laurico (a) e do Laurato de n-propila (b).

Analisando a Figura 16, observam-se bandas de infravermelho caracteristicas
do acido LAurico e do laurato de n-propila. Nas regiées de 1738 cm™ observa-se a
banda de estiramento correspondente & carbonila do éster (C=0) e em 1712 cm™ a
banda de estiramento correspondente a carbonila do acido laurico, a ligagdo O-H do
acido laurico com deformacéao angular fora do plano encontra-se em 938 cm'1, o que
n&o é encontrado no espectro do éster. Na faixa de 2852 cm™- 2956 cm™ de ambos

0s espectros observam-se as bandas caracteristicas de estiramento C-H alifatico.?

O Laurato de n-butila obtido na reacdo de esterificacdo do &cido Laurico com
o 4lcool butilico foi caracterizado por ressonancia magnética de Hidrogénio (*H-RMN)

e por espectroscopia de infravermelho (1V).

O espectro de 1H-RMN do produto de reacdo da entrada 2 com 28% de
conversdo é apresentado no anexo 1, onde, apesar das impurezas contidas, é
possivel determinar a taxa de conversdo para o éster em questdo. Apresentando
também os picos caracteristicos dos protons dos carbonos metilénicos vizinhos a
carbonila do éster em 4,08 ppm e dos protons metilénicos do alcool vizinhos ao
"OH" em 3,67 ppm.

31



No anexo 2 observa-se o espectro de infravermelho do acido laurico e dos
produtos das reacdes feitas com o alcool butilico com 28% de converséo, entrada 2

e da entrada 4 onde ndo houve conversao.

Sao observados os espectros que representam o produto da reacdo de
entrada 2, onde demonstra uma certa conversao ao produto dado a inexisténcia da
banda de OH com estiramento fora do plano, em torno de 942 cm™. O espectro da
amostra da reacdo de entrada 4 confirma o que pdde ser determinado pelo espectro
de 'H-RMN em que apresentou picos caracteristicos do reagente de partida, acido
laurico (anexo03), bem como bandas com os mesmos comprimentos de onda, no

caso do IV.%®
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6. CONCLUSOES

- As analises mecéanicas demonstraram que a enzima lipase promove a alteracdo das
propriedades do filme de quitosana deixando-o mais maleavel e mais resistente a

tensao.

- A analise espectroscopica dos filmes demonstraram que a enzima é capaz de ser
imobilizada no filme de quitosana ao apresentar o deslocamento da banda
caracteristica dos grupos carboxilicos da enzima interagidos com NH3" presentes na

estrutura do filme.

- Os resultados obtidos nas andlises dos filmes demonstraram que a enzima se
encontra imobilizada, mas ndo de forma homogénea. Apesar de estar imobilizada,

esta ndo foi capaz de atuar na maioria das reacfes de esterificacdo estudadas.

- As baixas conversdes obtidas podem estar relacionadas com o baixo pH da solucéo
de quitosana utilizada na confeccdo dos filmes, visto que as enzimas possuem um
pH 6timo de atuacdo; e também a baixa quantidade de agua presente no filme apoés
a secagem, pois a enzima necessita de uma quantidade minima de agua para a
manutencao da estrutura quaternaria, integridade estrutural do sitio e capacidade de

atuacéo.

- O estudo demonstrou a possibilidade de imobilizacdo da LPS-SD em filmes de
guitosana, mas para que haja um melhor proveito novos testes seriam necessarios:
como avaliar outros tipos de imobilizagdo, modo e tempo de secagem dos filmes de
forma a manter a quantidade minima de 4gua necessaria para a enzima, ajustes de

pH das solucdes de quitosana e testes com outros tipos de lipases.
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8. ANEXOS
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Anexo 1 - Espectro de 1H-RMN do laurato de n-butila. Converséo de 28% Entrada 2
[CDCI3, Varian 1H-RMN 400MHZ]
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Anexo 2 - Espectro de IV do acido laurico (a) e dos produtos das reacdes: entradas
2 (b,c) e 4 (d).
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