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Introducio

A industria téxtil ¢ considerada uma das maiores geradoras de residuos, produzindo cerca
de 150 milhdes de toneladas de lixo téxtil anualmente em escala global, sendo que grande parte
dessa quantidade ¢ descartada de forma indevida em aterros ou por incineragao (Grando, 2022).
O maior obstaculo para a reciclagem desses residuos ¢ a complexidade do tecido e a separagdo
dos componentes das fibras téxteis, principalmente no que diz respeito as fibras mistas, como
dos polimeros poli(tereftalato de etileno) (PET) e a celulose. Esses dois polimeros atingem 88%
da produgdo global de fibras téxteis, sendo, portanto, fundamental a busca por processos
eficientes de separagdo dessas fibras (EGAN, 2023). Por ser amplamente utilizado na produgao
de fibras téxteis, ha uma crescente investigacdo de métodos de reciclagem do PET e, dentre
eles, a hidrodlise enzimatica tem ganhado espago nesses estudos (Enking, 2025).

As enzimas sao moléculas compostas majoritariamente por proteinas que estao presentes
em todos o0s seres vivos € que atuam como catalisadores biologicos. Essas moléculas aumentam
a velocidade de rea¢des quimicas por meio da diminuicdo da energia de ativagdo. As lipases
sao uma classe de enzimas que catalisam a hidrélise de ligagdes é€steres de triacilglicerdis,
liberando 4cidos graxos e glicerol, e podem, em condicdes especificas, catalisar reagcdes de
sintese através da esterificacdo, transesterificacdo e interesterificagdo. Além disso, como sao
caracterizadas pela sua versatilidade reacional e diversidade catalitica, as lipases tém
apresentado ampla aplicabilidade industrial, além da capacidade de modificar a superficie de
fibras PET (Carniel, 2020).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar quatro enzimas comerciais (lipase
pancredtica de porco, lipase de Rhizopus oryzae, lipase de Candida antarctica e lipase de
Aspergillus oryzae) quanto a sua atividade hidrolitica e teor de proteina, a fim de verificar o
potencial dessas enzimas para atuarem na reciclagem de fibras mistas de PET e algodao.

Material e Métodos

Os experimentos nesse trabalho foram executados utilizando lipase de Candida
antarctica (CALB) (Novozymes, liquida), lipase Eversa Transform 2.0 de Aspergillus oryzae
(Novozymes, liquida), lipase de pancreas de porco (LPP) (Sigma-Aldrich, solida), lipase de
Rhizopus oryzae (ROL) (Prozyn, so6lida), albumina do soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich),
corante Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich), azeite de oliva extra virgem
(Carbonel), goma arabica em p6 P.A. (Exodo cientifica).

A dosagem de atividade hidrolitica foi realizada de acordo com Pacheco (2024). O ensaio
foi realizado em triplicata e com um branco para cada lipase. Primeiramente, com auxilio de
um mixer, preparou-se uma emulsao contendo 12,5 g de azeite, 12,5 mL de 4gua destilada, 20
mL de solugdo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,0, e 0,875 g de goma arabica. Uma aliquota de 9
mL foi transferida para cada erlenmeyer e colocado em um shaker durante 10 minutos sob
agitacdo constante, 120 rpm, e a temperatura de 37 °C. Depois, | mL do extrato enzimatico
(para enzimas na forma liquida) ou da solu¢dao de enzima (para enzimas na forma sélida) foi
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adicionado na emulsdo a cada 30 segundos. A reacdo foi mantida sob agitacao constante durante
5 minutos a 37°C e cessada agregando-se 10 mL da mistura de etanol, acetona e agua a cada 30
segundos.

Posteriormente, adicionaram-se trés gotas de solu¢dao indicadora de fenolftaleina e
hidréxido de sodio até o surgimento da coloracdo rosa. Por ultimo, o excesso de hidroxido de
sodio foi titulado com &cido cloridrico.

O célculo da atividade hidrolitica foi feito conforme Equagao (1).

(V, — V) x M x 1000
tXm

AWU/g) =
(1

Onde U = quantidade de enzima que catalisa 1 pmol de substrato por minuto, V, = volume
de HCI gasto na titulagdo do branco (mL), Va = volume de HCI gasto na titulagdo da amostra
(mL), M = concentra¢do da solucdo de HCI (mol/L), t = tempo de incubagdo das amostras (s),
m = massa de enzima adicionada (g)

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (1976), utilizando solugao
de albumina bovina a 0,2 mg/mL para construgdo da curva analitica. Aliquotas foram
distribuidas em tubos com agua destilada e reagente de Bradford, homogeneizadas e deixadas
em repouso por 5 minutos. A absorbancia foi medida em espectrofotdometro a 595 nm.

Com a curva construida, as amostras foram analisadas de forma a manter suas
concentragdes dentro da faixa de trabalho. Para isso, prepararam-se solugdes enzimaticas,
diluidas quando necessario, de modo que o volume final com agua fosse de 1600 puL. Em
seguida, adicionaram-se 1600 pL do reagente de Bradford, homogeneizou-se e aguardaram-se
5 minutos. A absorbancia foi medida a 595 nm.

O célculo para determinar o teor de proteinas nas enzimas foi feito por meio da equagao
da reta obtida com a construc¢do da curva analitica, conforme descrito na Equagao (2).

y=ax+b
()

Onde y = absorbancia da amostra, x = teor de proteina (mg), a = coeficiente angular, b =
coeficiente linear

Resultados e Discussao

Os ensaios de atividade hidrolitica visam analisar a capacidade de cada lipase de degradar
o triacilglicerol presente no azeite de oliva, formando 4cidos graxos livres e glicerol. Na
titulagdo indireta, a base foi adicionada em excesso para reagir com todo o 4cido graxo formado
na reagdo. Posteriormente, o excesso da base foi titulado com o &cido, permitindo calcular a
atividade hidrolitica da lipase. Essa analise foi utilizada como um indicativo da eficiéncia dessas
enzimas na quebra do PET, a partir da hidrolise das ligacdes éster entre seus monomeros
constituintes, acido tereftalico e etilenoglicol.

Os ensaios realizados para determinar o teor de proteina das lipases pelo método de
Bradford possibilitam uma quantificagdo rapida e sensivel das proteinas constituintes das
enzimas, com menor suscetibilidade a interferentes. O método de Bradford é baseado no fato
de que o Coomassie Brilliant Blue G-250 existe em duas formas de cores diferentes, vermelho
e azul. A forma vermelha ¢ convertida para a forma azul ap6s a ligacdo do corante a proteina.
O complexo proteina-corante tem uma alta capacidade de absor¢ao de luz, levando assim a uma
grande sensibilidade na medicdo da proteina (Bradford, 1976). Empregando o corante
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apresentado, foi possivel construir a curva analitica representada na Figura 1 e obter os
resultados de teor de proteina demonstrados na Tabela 2.

Figura 1: Curva analitica da albumina de soro bovina
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Por meio dessa quantifica¢do, juntamente com a atividade hidrolitica, tornou-se viavel
calcular a atividade especifica de cada enzima. A atividade especifica relaciona a unidade de
atividade enzimatica pela quantidade de proteina em miligramas. Esse parametro permite
realizar uma analise sobre a pureza enzimatica. Os resultados dos ensaios executados ¢ da
atividade especifica calculada estao expressos na Tabela 2.

Tabela 2: Resultados de atividade hidrolitica, teor de proteinas e atividade especifica das
lipases em estudo

Enzima Atividade hidrolitica Proteina (mg/g) Atividade especifica
(Ulg) (U/mg)
LPP 4178,7 £278,4 189,7 + 34,1 23,1+3.8
ROL 8211,7 £ 683,1 46,7+ 1,8 175,9 £ 6,7
Eversa 642,4 £ 65,0 15,6 £ 5,0 444 + 14,8
CalB 4,6 £0,7 3,8+1,0 1,3+0,3

Com base nos resultados obtidos, observou-se que as lipases Eversa e CalB apresentaram
uma atividade hidrolitica consideravelmente inferior comparadas a LPP ¢ ROL. Acredita-se
que como a Eversa e CalB estdo na forma liquida de extrato, as mesmas apresentem menor grau
de pureza, em relagdo a LPP e ROL que, como sdo solidas, apresentam um grau de pureza mais
elevado. Além disso, o baixo teor de proteinas dessas enzimas reforca a condicdo de pureza
inferior.

E notério também que a ROL apresenta um alto grau de pureza em relacio s demais
enzimas, visto que apresentou uma atividade especifica maior, indicando que grande parte das
proteinas que a constituem corresponde a lipase. No caso da LPP, a baixa atividade especifica
e alto teor de proteina, demonstra que nem toda proteina presente nessa enzima corresponde a
lipase. Em decorréncia do preparo da lipase, a LPP apresenta em sua constitui¢do outras
enzimas como contaminantes que nao necessariamente possuem atividade hidrolitica, mas que
equivalem a proteina (Mendes, 2012). A respeito da Eversa, a alta atividade especifica indica
que as proteinas presentes em seu extrato sdo lipases, ainda que estejam em menor quantidade.
Por ultimo, a CalB apresentou em geral valores inferiores de proteina, atividade hidrolitica e
especifica, demonstrando que ndo ¢ ideal para a hidrdlise de triacilglicerol.
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Conclusoes

Com base no estudo feito, torna-se evidente que a LPP, ROL e Eversa apresentaram
resultados satisfatorios na hidrélise de triacilglicerol. Além disso, a determinagao da atividade
especifica, com auxilio do teor de proteinas, permite definir as quantidades de enzimas a serem
aplicadas no meio reacional contendo PET, levando em consideragdo o quanto dessas enzimas
equivalem a lipase e o seu potencial hidrolitico. Assim, esse estudo contribui como uma etapa
essencial para selecionar e caracterizar as lipases com potencial para aplicagdo na
despolimerizagdo de PET.
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