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A imobilizacdo e estabilizacdo das enzimas é uma das etapas mais importantes
para o desenvolvimento de novos catalisadores, pois permite superar as desvantagens da
solubilidade no meio reacional e da instabilidade operacional no uso industrial das
enzimas, tornando-as catalisadores ideais para processos especificos. As vantagens do
uso de lipases imobilizadas em reagdes de sintese de ésteres sdo relatadas na literatura,
considerando que esta viabiliza a elevagdo dos rendimentos sob suaves condigcdes de
operacdo, podendo dispensar etapas posteriores de purificacdo, assim o uso das lipase
pode ser ampliado através do desenvolvimento de técnicas apropriadas de imobilizacéo,
que resultem em alta capacidade catalitica e rendimentos de produtos. Neste contexto, o
presente trabalho tem como objetivo avaliar a imobilizacdo da lipase de Candida
antarctica B (CAL B) usando como suporte o poliuretano pelo método de
confinamento. Os estudos foram realizados inicialmente em relacdo & concentragdo dos
monomeros para elaboracdo do suporte bem como, da miscibilidade da enzima na
mistura. A técnica de imobilizacdo, bem como a estabilidade do imobilizado a
diferentes temperaturas, e condi¢cbes de manutencdo foi avaliada pela atividade de
sintese do &cido oléico e etanol. A capacidade de reciclos reacionais também foi
verificada, assim como da aplicacdo da lipase imobilizada em reacdes de sintese de

ésteres. Os resultados indicaram que a concentragdo dos mondémeros de 75/25 % (poliol
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e isocianato) foi a formulacdo que resultou em uma melhor formacéo da espuma, sendo
este usado para imobilizar a enzima, a qual se apresentou estavel (95 % da atividade
inicial) apds 150 dias de estocagem a temperatura ambiente e de geladeira, ja a altas
temperaturas (40 °C, 60 °C, 80 °C) foi observado a manutencdo de 90 % da atividade
inicial no periodo de 45 dias, tanto para estocagem do imobilizado a seco como imerso
ao meio reacional. Estes resultados evidenciam a eficiéncia da imobilizagcdo no aumento
da estabilidade da CAL B, considerando que esta na forma livre submetida a altas
temperaturas, foi totalmente inativada apds 2 horas a 80 °C, 12 horas a 60 °C e 24 horas
a 40 °C ressaltando a sua fragilidade. A capacidade de reciclos reacionais foi de 35
ciclos quando o imobilizado foi mantido a seco entre as bateladas e/ou imerso no meio
reacional, em temperatura ambiente, e 30 ciclos quando armazenadas a temperatura de
geladeira e 40 °C em ambas as formas de manutencao entre os reciclos. A aplicacdo do
imobilizado nas reac6es de producdo de geranil propionato e geranil oleato resultou em
conversdes de 18,3 % e 31,2 % respectivamente e da sintese de oleato de etila em 83,2
%. A pesquisa indicou uma técnica promissora de imobilizacdo da lipase CAL B
relacionando a simplicidade do processo, o baixo custo do suporte e a capacidade de

aplicacdo do biocatalizador em reacfes de interesse na industria de alimentos.



IX

Summary Dissertation submitted to the Graduate Program in Food Engineering as part
of the requirements for obtaining the degree of Master in Food Engineering.

STUDY OF THE IMOBILIZATION OF LIPASE Candida antartica A
POLYURETHANE

Nadia Ligianara Dewes Nyari

April/2013

Advisors: Elisandra Rigo

Rogério Marcos Dallago

Immobilization and stabilization of enzymes is one of the most important steps
in the development of new catalysts because it allows overcoming the disadvantages of
solubility in the reaction medium and the operational instability in the industrial use of
enzymes, making them ideal catalysts for specific processes. The advantages of the use
of immobilized lipases in reactions of ester synthesis are reported in the literature,
whereas this makes it possible to increase yields under mild operating conditions, which
can dispense subsequent stages of purification as well the use of lipase can be enlarged
by developing appropriate techniques of immobilization, resulting in high catalytic
ability and income products. In this context, this study aims to evaluate the
immobilization of Candida antarctica lipase B (CAL B) using polyurethane as support
by the method of confinement. The studies were initially performed with respect to
concentration of the monomers for preparation of the support as well as the miscibility
of the enzyme in mixture. The technique of immobilization and the stability of
immobilized at different temperatures, and main tenance conditions was assessed by
synthesis activity of oleic acid and ethanol. The ability of recyclings reaction was also
observed, as well as the application of immobilized lipase in ester synthesis reactions.
The results indicated that the concentration of monomers of 75/25 % (polyol and

isocyanate) was the formulation resulting in a better formation of foam, which is used to
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immobilize the enzyme, which showed stable (95 % of initial activity) after 150 days of
storage at room temperature and refrigerator, already at high temperatures (40 °C, 60 °C
and 80 °C) was observed to maintain 90 % of initial activity within 45 days, both for
storage asset to dry as immersed in reaction medium. These results demonstrate the
efficiency of immobilization in increasing the stability of CAL B, whereas in this
freeform subjected to high temperatures, was completely inactivated after 2 hours at 80
°C, 12 hours at 60 °C and 24 hours at 40 °C underscoring its fragility. The ability of
recyclings reaction was 35 cycles when the asset was kept at dry between batches and /
or immersed in the reaction medium at room temperature and 30 cycles of reuse when
stored at refrigerator temperature and 40 °C in both forms of maintenance between
recyclings. The application of immobilized reactions in production of propionate and
geranyl geranyl oleate resulted in conversions of 18.3 % and 31.2 % respectively and
the synthesis of ethyl oleate at 83.2 %. The survey indicated a promising technique for
immobilization of lipase CAL B relating the simplicity of the process, the low cost and
the ability to support the application of biocatalyst for reactions of interest in the food

industry.
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1 INTRODUCAO

O aumento da preocupacdo com questdes ambientais, qualidade do produto e
reducdo de gastos em setores industriais, alavancou o interesse pelo uso de enzimas. A
tecnologia enzimética é uma alternativa que visa substituir os processos quimicos, uma
vez que os biocatalisadores envolvem processos com menor impacto ambiental e sdo
mais especificos, apresentando-se como uma ferramenta promissora para sintese de
compostos de alto valor agregado (HASAN et al., 2006).

As lipases constituem um grupo importante de biocatalisadores devido a
caracteristicas de obtencdo, alta seletividade e por possibilitar uma tecnologia de grande
importancia biotecnologica, econdémico e industrial de baixo impacto ao meio ambiente
(OLIVEIRA et al., 2006). Ainda ressalta-se a capacidade das lipases em catalisar
reacOes, tanto em meio aquoso como em meio organico, onde o teor de agua é limitado,
resultando em amplo potencial de aplicacdo, relacionado a sua estabilidade frente a
temperatura, pH e solventes organicos e possuir quimio-regio e em antiosseletividade
(KRIEGER et al., 2004; KAPOOR et al., 2012).

As lipases representam uma perspectiva de desenvolvimento nos processos para
obtencdo de uma grande gama de produtos, entre eles os monoglicerideos, &cidos
graxos, agentes biotensoativos, compostos de aroma e sabor e lipidios estruturados ou
modificado, entre outros (TREICHEL et al., 2010). Assim, o potencial de aplicacGes
industriais dessas enzimas abrange além da inddstria de alimentos a quimica fina, de
detergentes, o tratamento de efluentes, industria de couro, além da farmacéutica e da
area médica. Com a finalidade de aproveitar o potencial catalitico das lipases e reunir as
vantagens dessas proteinas sobre os catalisadores quimicos, tem-se estudado formas de
torna-las insoltveis ao meio reacional (KAPOOR et al., 2012).

A imobilizagcdo apresenta-se como uma alternativa atraente, possibilitando
produzir biocatalisadores mais estaveis e com boa especificidade ao substrato,
eliminando assim, algumas restricbes do uso das enzimas em processos industriais
(ZANIN et al., 2004a). A escolha de um biocatalizador imobilizado esta relacionada
com a possibilidade de aplicacdo, atividade catalitica, viabilidade de operacéo continua
do processo, maior facilidade de controle e de separacdo do produto final, além do
aumento de estabilidade ao meio reacional, pH e a temperatura, entre outros (MENDES
etal., 2011).



Tendo em vista as vantagens da utilizacdo de enzimas imobilizadas e ao
potencial de aplicacdo destas, como biocatalisadores em reacGes de interesse tém-se a
consolidacdo da proposta deste trabalho. Neste contexto, a presente pesquisa teve como
objetivo avaliar a imobilizacdo da lipase de Candida antarctica do tipo B (Novozymes)
em poliuretano (PU), verificando a concentracdo dos mondmeros que resulte em um
suporte apropriado, a solubilidade da enzima no estrutura do suporte, bem como a
estabilidade da enzima imobilizada. Ainda verificar a possivel aplicacdo do
biocatalizador imobilizado em reacdes de sintese assit

deste em reacdo de sintese do etil oleato.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma breve revisdo sobre o estado da arte da
imobilizacéo de lipases, bem como sua aplicacdo em reagdes de interesse. Com base no
exposto e levando em consideracdo os objetivos delineados para este trabalho, énfase
especial serd dada a lipase comercial obtida de Candida antarctica tipo B e sobre 0s
suportes e métodos usados para imobilizacdo de enzimas. Resultados da literatura

concernentes aos obtidos nesta pesquisa apresentardo especial destaque.

2.1 ENZIMAS

Desde os primdrdios da civilizacdo, o homem vem explorando de forma natural
a utilizacdo de enzimas para a producdo de alimentos e bebidas. A evolucdo dos
conhecimentos técnicos e cientificos propiciou a utilizacdo de enzimas em diversos
ramos de atuacao da atividade humana (WANDERLEY et al., 2011). Em 1833, Johan
Kjeldahl desenvolveu o método analitico para determinacdo da proteina em alimentos o
qual se tornou a base para o desenvolvimento da enzimologia quantitativa e
biotecnologia geral. O conhecimento consolidado apds o isolamento da pepsina do
estdbmago (PARIZA et al., 2002; ALVARENGA, 2011).

Em meados de 1876, William Kuhne propds a utilizacdo do termo enzima
(PARIZA et al., 2002) e em1894, Emil Fisher propds 0 modelo “chave e fechadura”. A
partir de 1926 James Sumner postulou que toda enzima é uma proteina, proporcionando
um grande avan¢o nos estudos que envolvem enzimas (MENDES et al., 2011). Essa
premissa permaneceu controvertida durante algum tempo até o Prémio Nobel da
Quimica em 1946 (NOBEL, 1946; SIRKO et al., 2008).

Desta forma, os estudos relacionados a enzimas evoluiram gradativamente
acompanhando a demanda do mercado e assim, foram sendo definidos importantes
conceitos para a determinacdo da eficiéncia e/ou a respeito do comportamento das
enzimas nos meios reacionais. Neste sentido, ressaltam-se as definigdes sobre a
velocidade de reacdo, a qual é diretamente proporcional a concentracdo de enzimas
presentes no meio.

Quando a concentragdo da enzima é constante e ocorre um aumento na
concentracdo dos substratos ha elevagdes cada vez menores na velocidade da reagao
(VOET et al., 2006).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%A9mio_Nobel
http://pt.wikipedia.org/wiki/1946
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Alguns fatores inibidores de reacdo catalisado por enzimas devem ser
considerados, entre estes a concentragdo de enzima, a influéncia do pH (faixa de pH
0timo) e efeito da temperatura (estabilidade da proteina) (PATACAS, 2007).

As enzimas apresentam varias propriedades que as tornam atrativas como
catalisadores para biotransformagdes, sendo considerados catalisadores versateis,
existindo um processo enzimatico equivalente para cada tipo de reacdo organica
(CARVALHO et al., 2003).

As enzimas sdo biocatalisadores de natureza protéeica ou glicoprotéica atuam em
condigdes brandas de temperatura (30 a 70 °C), pH e pressao, atingindo taxas de reacdo
bastantes elevadas (podem elevar a taxa de uma reagéo de 108 a 1.012 vezes). Este
comportamento pode resultar em uma reducdo dos custos do processo, ja que sua
elevada especificidade resulta em um maior rendimento do processo, obtencdo de
produtos biodegradaveis e reducdo na quantidade de residuos (CASTRO et al., 2004).

Com base nessas vantagens, houve um aumento significativo na producdo e
comercializacdo de enzimas em geral. De acordo com a reportagem da Business
Communications Company Inc. para 2015, o mercado global de enzimas esta estimado
em U$ 4,4 bilhdes de dolares. Este fato esta baseado no surgimento de novas aplicacdes
utilizando enzimas no setor industrial, exigindo desta forma que a inddstria responda
com um fluxo continuo de produtos inovadores (RESEARCH, 2011)

Atualmente aproximadamente 200 tipos de enzimas provenientes de bactérias,
fungos filamentosos e leveduras sdo comercializados (SHARMA et al. 2001; CASTRO
et al., 2004; REIS et al., 2009). As mesmas séo classificadas pela Uni&o Internacional
de Bioquimica que estabeleceu a “Comissdo de Nomenclatura e Classificacdo de
Enzimas”, conforme apresentado na Tabela 1 (CASTRO et al., 1995; KIELING et al.,
2002; NELSON et al., 2002; QUEIROZ, 2002; ORLANDELLI et al., 2012).

O emprego destas em processos industriais tem um grande potencial devido a
sua eficiéncia, pois executam uma série de transformacdes de modo seletivo e rapido,
sendo bastante ativa e versatil (PATEL et al., 2002).
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Tabela 1. Classificacdo de enzimas segundo a Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUBMB).

Classe de Algumas ~ . .
Enzimas Subclasses Reac0es catalisadas pelas enzimas
hidrogenase Rgagéo dg oxidggéo—redugéo ou transferéncja_de
Oxidoredutase oxidase elétrons (ions hidretos ou 4&tomos de hidrogénio)
peroxidase atuando em -CH-OH, -C=0, -C=0-, CH-NH-,
NADH e NADPH.

transaldolase

Reacéo de transferéncia de grupos funcionais entre

Transferase moléculas. Grupos em 1C, aldeido ou cetona, acil,
stranscetolase P
glicosil, fosfatos e enxofre.
esterase Reac0es de hidrolise (esteres, ligacbes glicosidicas,
Hidrolase lipase peptidicas, outras ligagdes C-N e anidridosacidos).
peptidase Transferéncia de grupos funcionais para a agua.
descarboxilas Catalisam a quebra de ligacGes covalentes e a
Liase ecetoacidolia remocao de molécula de agua, amonia e gas
se carbonico (=C=C=, =C=0, =C=N-).
racemase A .
) Transferéncia e grupos dentro da mesma molécula
Isomerase epimerase s
para formar isbmeros.
mutase
Catalisam reagdes de formacdo de novas moléculas a
Ligase sintetase partir da ligacdo entre duas pré-existentes a custa de

energia (C-O, C-S, C-N,C-C).

FONTE: PATEL et al., 2002.

A Figura 1 apresenta a evolugdo do mercado mundial de enzimas a partir do ano

de 2008 em relacdo ao custo de utilizacdo desta tecnologia, sendo efetuada uma

estimativa da sua expansdo até o ano de 2015. Verifica-se que para o mercado de

alimentos e bebidas o custo de utilizacdo é menos expressivo do que o de tecidos e

detergentes (RESEARCH, 2011).

Figura 1. Mercado mundial de enzimas com aplicacfes industriais no periodo de 2008-

2015.
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Estes indicadores ressaltam a importancia de pesquisas na area de tecnologias
enzimaticas a serem empregadas em alimentos, buscando aumentar a acessibilidade a
estas, devido as vantagens que podem ser desenvolvidas em biocatalisadores especificos
a este segmento (RESEARCH, 2011).

2.1.1 Lipases

No imenso universo das enzimas destacam-se as lipases (E.C.3.1.1.3) definidas
como carboxilesterases que hidrolisam acilglicerdis de cadeia longa, que atuam na
interface organico-aquosa catalisando a hidrolise de ligagdes éster carboxilicas de
triacilglicer6is a fim de liberar acidos organicos e glicerol. A relacdo entre as
velocidades da reacdo direta (hidrélise) e da reacdo inversa (esterificagdo) normalmente
sdo controladas pelo contetdo de 4gua do meio reacional (CARVALHO et al., 2003;
OLIVEIRA, 2004).

Assim, dependendo do substrato da reacdo, esta também pode ser chamada de
reacdo de esterificacdo, interesterificacdo, transesterificacdo, alcodlise e amindlise
(FURIGO, 2000; SHARMA et al., 2001; JAEGER et al., 2002; KAMBOUROVA et al.,
2003; SAXENA et al., 2003; HASAN et al., 2004; MARTINS, et al., 2008;
MACHADO, 2011). A Figura 2 ilustra as principais reacdes catalisadas por lipases.

Cabe ressaltar dentre os aspectos estruturais da lipase um em especifico, a
presenca de uma tampa ou valvula, composta de uma ou duas sequéncias peptidicas em
a hélice, que cobre o sitio ativo. Quando ha ligacdo do substrato na superficie da
enzima, esta tampa move- se, alterando a forma fechada da enzima para a forma aberta,
com o centro ativo acessivel ao substrato. Ao mesmo tempo em que o centro ativo fica
acessivel, uma larga superficie hidrofébica é exposta, facilitando a ligacdo da lipase a
interface (PAIVA et al., 2000; EMSLEY, 2001).

A acdo das lipases é, geralmente, descrita pelo mecanismo cinético ping-pong bi
bi. Este mecanismo consiste de duas etapas principais: o ataque nucleofilico na ligacdo
éster do substrato pelo &tomo de oxigénio do grupo hidroxil do residuo serina do sitio
ativo apos a abertura da tampa (resultando na formagéo de complexo enzimatico acilado
e o desprendimento de espeécie alcool do substrato original) e a hidrélise do complexo
enzimaético acilado, resultando na regeneracao da enzima (JAEGER et al., 1999; PAIVA
et al., 2000; REIS et al., 2009).



Figura 2. Rea¢Oes quimicas catalisadas por lipases.
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FONTE: PAQUES et al., 2006.

Dependendo da fonte, as lipases isoladas ou purificadas possuem um nimero

de

propriedades que tornam seu uso atrativo como catalisador em biotransformacao, tais

como alta eficiéncia catalitica (podem elevar a velocidade de uma reacdo de 10°a 10%

vezes); massa molar variando entre 20 a 75 KDa; seletividade; atuacdo em condi¢cfes

brandas de temperatura (30 a 70 °C) e em pressdo atmosférica (CASTRO et al., 2004).

S&o comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de fontes

animais, vegetais e microbianas, porém 0s micro-organismos sdo a fonte preferida, uma

vez que sdo produzidas com altos rendimentos e produtividades, possuem grande

versatilidade e maior simplicidade na manipulacdo ambiental e genética de sua

capacidade produtiva (MARTINS et al., 2008).
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Lipases de diferentes origens se encontram disponiveis atualmente no mercado
e, desde 1979, j& ocorre o emprego em larga escala de lipases como catalisadores de
processos, entretanto, 0s avancos registrados na tecnologia do DNA tém permitido aos
fabricantes de enzimas colocarem no mercado lipases microbianas com atividade bem
elevada, a um custo bem mais acessivel (VULFSON, 1994; SHARMA et al., 2001,
DALLA-VECCHIA et al., 2004; MARTINS et al., 2008; MENDES et al., 2011).

O mercado mundial de enzimas foi estimado em cerca de US$ 4 bilhdes por ano
(SARROUH et al., 2012). Cerca de 90% da producdo anual provém das maiores
empresas produtoras de enzimas, como Novozymes, com sede na Dinamarca; Gist
Brocades, na Holanda; Amano, no Japdo; Solvay, Pfizer e Genencor, nos Estados
Unidos (SHANLEY, 1998; CASTRO et al., 2004; HASAN et al., 2006).

2.1.1.1 Lipase de Candida antarctica tipo B

A lipase de Candida antarctica (CAL), particularmente a B, tem sido
amplamente investigada, pois é produzida por uma levedura extremofila, adaptada a
temperaturas baixas, e considerando que indmeros pesquisadores buscam o
aperfeicoamento da estabilidade térmica de sua lipase, esta caracteristica pode resultar
em uma vantagem no momento de sua aplica¢do industrial (KOSE, 2002; MCCABE et
al,. 2002; OTTOSON et al., 2002; SHIMADA et al., 2007; SUEN et al., 2004; QIAN et
al., 2005; MAGNUSSON et al., 2005; SIDDIQUI et al., 2005; LOCK, 2007). Sua
estrutura foi elucidada na Figura 3.

Figura 3. Estrutura Tridimensional da CAL B.

FONTE: (www.novozimes.com).


http://www.novozimes.com/
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Assim, pesquisadores tém mostrado interesse na lipase de Candida antarctica,
devido a suas propriedades, como a termoestabilidade e a estabilidade em pHs &cidos
(UPPENBERG et al., 1994; MARIA et al., 2005). A mesma apresenta uma
caracteristica peculiar em seu sitio catalitico, permitindo catalisar diferentes reagdes
quimicas, ampliando suas possibilidades de uso (FABER, 1997; KWON et al., 2007).

A lipase CAL B é comercializada na forma soluvel, liofilizada ou imobilizada, por
empresas como: Novo Nordisk, Novozimes, Boehringer Mannheim e Roche
Diagnostics (FORESTI et al., 2005).

2.2 APLICACOES INDUSTRIAIS DAS LIPASES

Os setores industriais que mais se utilizam de lipases para geracdo de bens de
consumo sdo: o de formulacdo de detergentes (KIRK et al., 2002), industria de
laticinios, setores téxteis, sintese farmacéuticas e médicas na producdo de biossensores
em analises clinicas (WINKLER et al., 1994; JAEGER et al., 1999; LAYER et al.,
2001), HASAN et al., 2004; HASAN et al., 2006), degradacdo de dleos e gorduras
(VULFSON, 1994; MENDES et al., 2005), producdo de cosméticos (SVENDSEN et
al., 2008), tratamento de efluentes (SHARMA et al., 2001; ABDELMAJEED et al.,
2012) e producéo de biodiesel (MARTINS et al., 2008; WANDERLEY et al., 2011),
kits para diagndsticos de alimentos (LEE et al., 2008; BODALO et al., 2009;
MACHADO, 2011) entre outras.

Para a escolha da enzima “ideal” é necessario uma cuidadosa investigacdo sobre
os fatores que influenciam a sua aplicacdo e em quais processos industriais deve ser
aplicadas. Esta definicdo repercute na necessidade de estudos quanto ao uso de lipases,
principalmente em aplicacGes industriais de larga escala, em virtude de suas
caracteristicas peculiares, principlamente sua acessibilidade, ou seja, de fécil producao,
baixo custo de geracdo, ndo requerimento de cofatores, e aplicabilidade, ou seja,
operacdo em condicOes brandas de temperatura e pH, minimizacdo de problemas de
isomerizacao, racemizacao e rearranjo e estabilidade a solventes organicos (CASTILHO
et al., 2003). Exemplos de aplicacdes industriais de lipase em funcédo do tipo de reagédo
catalisada podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela 2. AplicagOes industriais de lipases.

Area
Industrial

\ Aplicagéo Fonte Referéncia
rac ger, al., 2004; WANDERLEY
cura de queijos; manufatura de A. oryzae et al. 2011
. Produtos; Mucor | ABDELMAJEED, 2012.
lipolise da manteiga e creme. miehei.
fabricacdo de paes;
o |t | cASTRO®tal 200
o . ' GOMEZ et al., 2004.
vida de prateleira.
producdo do emulsificante
ricinoleato de poliglicero como
suplemento na alimentacéo de néo- varias JEGANATHAN, 2007;
2 | ruminantes; tratamento de residuos fontes. BODALDO et al., 2009;
g gordurosos de industrias de racéo
S animal
E forma de biossensores; acidos varias
< graxos livres e triacilglicerois em REJEB et al., 2007.
) . fontes.
0leos e azeites.
desacetilacdo da quitosana
(incorporacdo de antioxidantes em varias SENANAYAKE et al.,
0leos); producao de fontes. 2004;LEE et al., 2008.
oligossacarideos.
hidrolise enzimatica parcial/
seletiva de 0Oleos e gorduras; varias MALCATA et al., 1990a;
obtencdo de &cidos graxos fontes. CARVALHO et al., 2003.
essenciais (&cido linoleico).
producdo de butil acetatopela RhiZODUS
reacdo de esterificacdo (butanol e P SALAH et al., 2007
L oy oryzae.
acido acético).
v 9 remocao dos componentes
T 2 hidrofobicos varias JAEGER et al., 1998.
[@lgge) .. . ,
£ (triacilglicerideos e ceras); fontes.
© fabricacdo do papel.
pré tratamento enzimatico de varias JAEGER et al., 1998;
efluentes (abatedouros; industria de fontes SHARMA et al., 2001;
- laticinios; frigorificos). ' GULATI, 2005.
“é catalisam a reacdo de hidrolise vérias
= triacilglicerois; remocéo de 6leos e f MENDES et al., 2005.
ontes.
o gorduras
6leo de buriti (obtencéo de - varias RIBEIRO, 2008.
Caroteno) fontes.
£ = agentes terapéuticos; Vérias LAYER et al., 2001;
S @ | hidrdlise proteolitica; tratamento de LAYER et al., 2003;
L & fontes .

insuficiéncia pancreatica exdcrina,;

SVENDSEN et al., 2008.
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Cont.
distdrbios gastrintestinais e
hiperuricosuria
resistentes a hidrélise por proteases
digestivas.
producdo de lactonas sintéticas; varias
atividade citotoxica (células de fontes LONGO et al., 2007.
melanoma e de tumor de colon). '
hidrolisar gorduras;
8 estabilidade a compostos das
é folr][nulas dos detergen.tes tEbe_nz_erjo varias SHARMA et al., 2001:
g | sulfonatos  profease) SUBSHLIGEO | fonres | HASAN etal, 2006
a biodegradabilidade e reducao dos
impactos ambientais.
" sintese organicade ésteres de acidos
) graxos,
o (propriedades surfactantes); ,
g triacilglicerdis; fosfolipidios; . varias MACI;AORS)'IT’IICZA(\)OSOOG
S esteroides; aromatizantes; fontes . ’ ’
5:’ fragrancias; emulsificantes; PAULA etal., 2008.
© agentes antibacterianos (aditivos
- alimentares).
g esterificacao e transesterificacéo
L‘ﬁ (solventes orgénicos); producao TINCOM. 2003: CASTRO
© flavorizantes (butil acetato); L ’ '
- monoacilglicerdis (oleina de varias etal., 2004,
g palma): emulsificantes fontes SALAH et al., 2007,
E% (alimentos, farmacéutica e H-KITTIKUN etal., 2008.
cosmético).
_ melhor viscosidade e densidade TIANWEI et al, 2010; LI
3 especifica;bleos vegetais varias et al., 2007;
S modificados fontes TAMALAMPUDI et al.,
-c%’ (transesterificacéo); alternativa de 2008; MORENO-
combustivel (biodiesel). PIRAJAN et al., 2011.

A escolha do uso de agentes ativadores ou inibidores dependem da aplicacdo e
da relagdo custo/ beneficio gerado, e representando um custo adicional ao processo. Os
custos estdo relacionados a multiplos fatores como os processos de producéo, se permite
ou ndo a recuperacdo enzimatica, e o estado de pureza em que estd sendo vendida.
Quanto mais purificada estiver & enzima, maior custo ela terd. No entanto, reacdes
secundarias presentes em enzimas parcialmente purificadas, que comprometem o

produto final, serdo minimizadas (SAID et al., 2004).
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A Importancia Industrial de Esteres de Acidos Graxos

Os ésteres sdo importantes compostos organicos com um numero crescente de
aplicaces comerciais. Estes compostos séo amplamente utilizados para a preparacgao de
compostos aromaticos, cosméticos, detergentes, sabores e produtos farmacéuticos.

Os ésteres também podem ser utilizados como plastificantes e lubrificantes. O
oleato de etila € utilizado, por exemplo, como aditivo bioldgico, plastificante e fluido
hidraulico. Os ésteres obtidos a partir de fontes naturais ndo encontram-se disponiveis
em grandes quantidades, e s&o normalmente demasiado caro para serem utilizados em
aplicacdes comerciais (MARTINEZ et al., 2004).

Portanto, muitos dos ésteres disponiveis sdo produzidos por sinteses enzimaticas.
A producdo biotecnoldgica de ésteres utilizando lipases tem recebido especial atencdo
devido as condigdes de reacGes brandas (temperatura, pH e pressdo) envolvidas, o
elevado grau de pureza dos produtos alcangados, bem como a aceitacdo destes produtos
na industria de alimentos (ALVAREZ-MACARIE et al., 2000; MARTINEZ et al.,
2004; ADACH] et al., 2005).

Os ésteres podem ser obtidos através de diferentes metodologias:

o reacdo entre alcoois e acidos carboxilicos (esterificacdo) com a eliminagdo de
agua;
o reacOes de interesterificacdo, onde ocorrem trocas de grupos acilas entre ésteres

e acidos carboxilicos (aciddlise), entre ésteres e dalcoois (alcodlise) ou glicerdis
(glicerdlise) e entre ésteres (transesterificacdo);

o através de fontes naturais por destilacdo e extracdo com solventes adequados ou
por processos quimicos e, mais recentemente, por biocatalise.

Os processos enzimaticos apresentam indmeras vantagens em relacdo aos
processos quimicos industriais. Por isso, a sintese enziméatica do oleato de etila e de
outros ésteres do acido oleico em solventes organicos tém sido estudada utilizando-se
lipases de pancreas de porco e de varias fontes microbianas, como as de Mucor miehei,
Chromobacterium viscosum, Rhizopus oligospores, R. delemar, R. arrhizus, Candida
rugosa, Penicillium simplicissium e Pseudomonas cepacia (Burkholderia cepacia)
(FERREIRA, 2005; FORESTI et al., 2005; MARIA et al. 2005; BUCALA et al., 2006).

Os produtos resultantes de acidos e alcoois de cadeia curta (2-8 atomos de

carbono) sdo importantes componentes de aromas e flavorizantes utilizados nas
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industrias de alimentos, bebidas, cosméticos e medicamentos. J& os produtos de
esterificacdo de acidos carboxilicos de cadeia longa (12-20 atomos de carbono) com
alcoois de cadeia longa sdo utilizados como lubrificantes e plastificantes em maquinas
de alta precisao.

Os ésteres resultantes das reagdes entre acidos de cadeia longa com alcoois de
cadeia curta (2-8 atomos de carbono) sdo utilizados nas inddstrias como aditivos em
alimentos, detergentes, cosméticos e em medicamentos (HAZARIKA et al., 2002;
MARIA et al., 2005; BUCALA et al., 2006;). Os ésteres de sacarose, por exemplo, sdo
conhecidos como bons emulsificantes para a industria alimentar, farmacéutica e
cosmética; o palmitato de isopropila é usado em preparagdes medicinais para
cosméticos, nas quais € necessaria uma boa absorcdo do produto através da pele. Os
ésteres de acidos graxos de cadeia longa, como o0s oleatos, palmitatos e linolenatos sdo
0s principais constituintes do biodiesel (HAZARIKA et al., 2002).

2.2.1 Aplicacdo da Lipase de Candida antarctica tipo B

A lipase CAL B estd comercialmente disponivel em vérias formulacdes para
aplicacbes em reacdes tanto em solventes orgénicos quanto em meio aquoso. As
aplicacdes em processos industriais citadas na literatura sdo apresentadas na Tabela 3.

Estas formulacdes sdo bastante ativas mesmo em baixa atividade de agua e
podem tolerar solventes relativamente polares como a acetonitrila (ROTTICCI, 2000).
Muito tem sido publicado sobre o uso de lipases, como a CAL B, para catalisar
biotransformacfes, muitas dessas reacGes sdo realizadas em meios ndo aquosos
(VENTURA et al., 2011).

Tabela 3. Aplicagdes industriais de lipases Candida antarctica.

Area Industrial Aplicacéo Referencia
Indistriasde | ST %ﬁ’e‘;‘:? oo . | SVENDSEN et al., 2008; LONGO et
cosmeéticos e de b;Jtirato de butil em ' al., 2007; ARROYO et al., 2000;

farmacos . . LOZANO et al., 2002.
meios organicos.
sintese de ésteres de VILLENEUVE et al., 2007; ZHANG
IndUstria aromas; de lactato de et al., 2007; MELLOU et al., 2006;
alimentos butila; vitaminas; de KATSOURA et al., 2006; LUE et al.,
acucares (glicidol). 2008.
Inddstria de Oleos vegetals SHIMADA et al., 2007;
biodiesel modificados SAMUKAWA et al., 2000.
(transesterificacdo)
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2.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Imobilizacdo € um termo genérico empregado para descrever a retencao de uma
biomolécula em um suporte (CARDOSO et al., 2009). Mais especificamente, a
imobilizacdo enziméatica mantém o biocatalisador fisicamente confinado ou localizado
em uma regido do suporte, mantendo sua atividade catalitica e possibilitando sua
utilizacdo repetida e continuamente (CHIBATA et al., 1978; GROSOVA et al., 2008).
Na Tabela 4 podem ser verificados os fatores que influenciam no desempenho de um
sistema de enzima imobilizada (TISCHER et al., 1999a).

Tabela 4. Fatores que influenciam no desempenho de um sistema de enzima

imobilizada.
Propriedades Bioguimicas Parametros Cinéticos
Atividade especifica de pH e
Massa molecular, grupos L
. L . temperatura, parametros cineticos de
: funcionais da superficie proteica, . L ~ .
Enzima ~ L « ativacao e inibicéo, estabilidade
(func@es de inativacdo ou protecdo | .. . .
. térmica, pH e solventes, contaminantes
das impurezas). .
e impurezas.
Caracteristicas Caracteristicas Caracterisiticas
Quimicas Mecanincas Morfologicas
Composicao e base Diametro do poro,
quimica, grupos coportamento de
funcionais, estabilidade copreensao, tamanho de Suportes nao —
quimica da superficie do | particula; area superficial, porosos (baixa
suporte, tais como: 0s volume assecivel da matriz, | area superficial),
micro-efeitos (pH, carga | resistencia a em operacGes | porosos (grande
da superficie, natureza em altas vazdes para area superficial),
hidrofobica hidrofolica, reatores de leito fixo, estrutura de gel.
Suporte efeito redutor e presenca reatores e sedimentacao
P de ions metalicos). para leitos fluidizados.
Efeitos de
Metgc_io de transferencia Estabilidade Desempenho
Imobilizacao
de massa
Fixagao de Partigao : Produtividade
proteina, (diferentes Operacional
v . (produto formado
eficiencia da concentragdes (expressa em .
. ) . por unidade de
enzima ativa, de soluto no tempo de meia L
: . 1 atividade ou
paramentros catalizador), vida), estabilidade .
R . . massa de enzima
cienticos difusao intenrna de estocagem. :
L (e.g. unidade).
intrinsecos (poros) externo.

FONTE: TISCHER et al., 1999b.

Embora as enzimas apresentem muitas vantagens em relacdo aos catalisadores

inorganicos, sua utilizacdo em processos industriais tem sido limitada. Isto se deve,
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principalmente, a baixa estabilidade operacional, ao elevado custo de obtengdo e a
dificuldade de separacdo do produto final, impedindo assim 0 Seu usO em pProcessos
continuos. Com a finalidade de aproveitar essas vantagens da catalise enzimatica e
superar as deficiéncias deste processo, tém-se estudado métodos para tornar enzimas
insollveis ao meio reacional, resultando nas técnicas de imobilizagdo enzimatica
(LADERO et al., 2002; ZANIN et al., 2004a; ALMEIDA et al., 2008; FERNANDES et
al., 2010; PEREIRA et al., 2010).

O estudo de enzimas imobilizadas teve inicio no século XX, quando da
observacdo de que carvao ativo, ao qual havia sido adicionada solu¢do com atividade
invertasica. Mesmo apds lavagens sucessivas 0 carvdo mantinha a capacidade de
hidrolisar sacarose (CASTRO et al., 2008). A partir de entdo, passou-se a investigar
como aperfeicoar as condi¢Bes de imobilizacdo, a fim de poder utilizar esta técnica em
diferentes aplicacGes.

As transformacGes moleculares que podem ocorrer nas enzimas e suportes
durante o processo de imobilizacdo, devendo ser considerado a possibilidade de
alteracbes nas propriedades quimicas e fisicas das enzimas, principalmente apos a
imobilizacdo (KENNEDY et al., 1987; SHELDON, 2007).

2.3.1 Vantagens das e Desvantagens das Técnicas de Imobilizacdo

Do ponto de vista comercial, as principais vantagens e desvantagens na
utilizacdo de enzimas imobilizadas s&o a facilidade do desenvolvimento de processos
em escala comercial ou de causar alguns efeitos sobre a estabilidade, as propriedades

cinéticas, a especificidade e o deslocamento dos valores de pH e temperatura.

Tabela 5. Principais vantagens e desvantagens na utilizacdo de enzimas imobilizadas.

Vantagens Desvantagens
Facilidade de separacéo dos produtos Conformacionais
Quando elevado grau de pureza é
determinado no processo, recomenda-se 0 Modificagéo e alteragdo na estrutura
uso de enzimas imobilizadas por possuir terciaria do sitio ativo.

técnicas unitarias de separacao simples.

Facilidade de recuperacéo do

; i Esterioguimicos
biocatalisador q

Utilizac&o de biocatalisadores imobilizados | Onde uma parte da molécula da enzima é
facilita as etapas de purificacdo imobilizada em posigéo tal que o sitio
(downstrean), as técnicas empregadas ativo e relativamente inacessivel;
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passam a serem unitarias simples (filtracdo
ou centrifugacdo), a realizacao de
procedimentos de inativacdo enzimatica
(desnaturacdo térmica ou por pH), alterando
o0 produto final resultando em economia nos
processos industriais.

Processo operado continuamente

Particdo

Além de reduzir o volume reacional, a
enzima pode ser utilizada em maior
concentragéo e facilitar o controle do
processo na utilizacao de biocatalisadores
imobilizados.

Podem surgir interacdes eletrostaticas e
hidrofobicas entre a matriz e moléculas
de baixa massa molecular presente na
solucédo, leva a uma modificacdo
microambiente.

Manutencdo de micro-ambiente com elevada atividade de agua.

A imobilizagdo permite a manutengéo de
uma camada de solvatacdo no micro-
ambiente em torno da enzima capaz de
manter uma dinamica molecular minima,
essencial a atividade enzimatica em
ambientes organicos.

A enzima ligada ao suporte sofre
limitacBes de difusdo e transferéncia de
massa, onde o substrato se difundiu a
solucdo e acessa o0 centro catalitico da
enzima imobilizada, quando a difuséo é
menor, ocorre a queda na concentracao
de produtos.

Estabilizacdo da enzima.

Transferéncia de massa

A imobilizagdo da enzima em diferentes
suportes pode aumentar a rigidez da
estrutura molecular minimizando a

desnaturacao por temperatura, pH ou
solvente.

Surge a partir da resisténcia de difuséo
de solugdo de substrato para os sitios
cataliticos e difusdo de produtos.

Propriedades enzimaticas podem ser alteradas favoravelmente

A interacdo entre a enzima e o suporte pode
ocasionar mudancas conformacionais na
enzima provocando alteracOes desejadas nas
propriedades cataliticas, como por exemplo,
0 aumento da atividade e estéreo
especificidade da enzima.

Em relacdo aos difusionais, séo
basicamente dois tipos de resisténcias, as
externas que surgem devido ao fato de
que o substrato deve ser transportado da
solucdo até a superficie de catalise,
atravessando as camadas liquidas e as
internas que surgem devido a
movimentacao do substrato, o no interior
do meio catalitico ocorrendo difusdo
simultaneamente com a reacao

Custos com manejo de materiais sdo minimizados

O aumento da estabilidade da enzima
imobilizada facilita a sua estocagem e
diminui as exigéncias para sua manipulacéo.

Outras vantagens tém sido descritas nos
estudos envolvendo imobilizagéo, como o
aumento da atividade da proteina, controle e
manipulagéo da seletividade, desenvolvendo
a aplicacéo de derivados imobilizados em
processos industriais.

A difusdo é influenciada pela sua
natureza fisica e/ou quimica do suporte,
podendo acarretar uma distribuicéo
desigual do substrato, produto e do
sistema imobilizado, do restante da
solucdo. A particdo, por exemplo, € 0
comportamento cinético de uma enzima
presa a um suporte carregado, estando
suscetivel a concentracdo de espécies
quimicas (substrato, ions, produto, etc)
nas proximidades da enzima, sendo
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\ diferente do resto da solucdo

FONTE: FREIRE et al., 1990; ILLANES, 1994; JESUS et al., 1998; TISCHER et al., 1999a;
TISCHER et al., 1999b; VILLENEUVE et al., 2000; GUISAN et al., 2001; ALBAYRAK et al.,
2002; NASCIMENTO et al.,2002; KILINC et al., 2002; MARKOGLOU et al., 2003; DALLA-
VECCHIA et al., 2004; GOMEZ, 2005; VITOLO, 2005; BRIGIDA, 2006; PANDEY et al.,
2006; MATEO et al., 2007; SZYMANSKA et al., 2007; BOM et al., 2008; ARAUJO, 2009;
BRADY et al., 2009; MENDES et al., 2009; ENRICO, 2012.

2.3.2 Métodos de imobilizacdo

InUmeros métodos de imobilizacdo tém sido descritos na literatura e
investigados para contornar os possiveis problemas de instabilidade das enzimas e
otimizar suas aplicacbes (MENDES et al., 2013). Além disso, diferentes técnicas de
imobilizacdo tém sido desenvolvidas para fornecer estabilidade as enzimas, facilitar a
sua recuperacdo e reutilizacio (GARCIA-ARRAZOLA, et al., 2005; SEVERAC, 2011;
AL-ZUHAIR, 2013).

A selecdo do método de imobilizacdo deve ser baseada em pardmetros como
atividade global do imobilizado, caracteristicas de regeneracdo e desativacéo, custo do
procedimento de imobilizacdo, toxicidade dos reagentes de imobilizacéo e propriedades
finais desejadas para a enzima imobilizada (FERNANDES et al., 2000; VILLENEUVE
et al.,, 2000; GUISAN, 2001; BUNGAY, 2003; DALLA-VECCHIA et al., 2004,
KOURKOUTAS et al., 2004; MENDES et al.,, 2010; PINHEIRO et al., 2011;
SANCHEZ-ADSUAR et al., 2011; MENDES et al., 2013).

Diferentes técnicas de imobilizacdo de enzimas podem ser empregadas. Os

principais métodos sdo apresentados na Figura 4.



34

Figura 4.Classificacdo dos métodos de imobilizacdo usadas para enzimas.

bk

‘@l Bl @ Enzima
; e

Confinamento em
matrizes poliméricas

+ Polimeros naturais: gel de
agar, caseinato de sodio Confinamento em

microcapsulas

Ligagoes
» (elatina, quitosana. cruzadas

+ Hexametilenodiamina e

Ligac6es em suportes glutaraldeido

Adsorcdo fisica: alcool polivinilico

(PVA), xantana, quitosana, Sistema bifasico
galactomanana, poli (6xido de etileno)

(PEQ).

Adsorcdo covalente: silica, alumina, —

celulose

Solvente organico
agua + enzima

Adsorcdo idnica: resinas de troca
inica, p. ex., DEAE-sefadex e CMC.

FONTE: KOURKOUTAS et al., 2004; PINHEIRO et al., 2011; SANCHEZ-ADSUAR et al.,
2011; MENDES et al., 2013.

2.3.2.1 Imobilizacdo por Confinamento

O método de imobilizacdo no interior de um suporte consiste na formacdo de
uma matriz porosa na presengca da enzima, envolvendo-a em uma estrutura
tridimensional, e/ou a retencdo do biocatalisador por uma membrana porosa. Em ambos
0s casos, a enzima tem sua mobilidade mantida, pois ndo s&o envolvidas ligagdes fisicas
ou quimicas entre a enzima e o suporte. Contudo, somente substratos de baixa massa
molecular podem ser empregados com este tipo de enzima imobilizada (ROSEVEAR et
al., 1989).

Uma vantagem do encapsulamento de enzimas é a grande area superficial de
contato entre o substrato e a enzima no interior do suporte. No entanto existem algumas

desvantagens que devem ser levadas em consideracdo, como a possivel inativacdo da
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enzima durante o processo de imobilizagdo, possiveis efeitos de inibi¢do por produtos
no interior da matriz e a alta concentracdo de enzima necessaria (MARIOTTI, 2000;
DALLA-VECCHIA et al., 2004; MENDES et al., 2011; DATTA et al., 2012).

O método de encapsulamento inclui o encapsulamento em gel (matriz), em
fibras e o microencapsulamento (capsula) sendo as caracteristicas em cada um dos
suportes especificos (MARIOTTI, 2000; DALLA-VECCHIA et al., 2004; Mendes et
al., 2011).

X Encapsulacdo em fibras: ocorre quando a enzima € envolvida nas
microcavidades de fibras sintéticas. As vantagens desse método é que as fibras sdo
resistentes a &cidos fracos, a alta forca idnica e a alguns solventes organicos.

X Encapsulacdo em gel (matriz): este método envolve a retencdo da enzima no
interior de uma matriz polimérica insolivel no meio da reacdo. Este método é baseado
na mistura da enzima com um fluido precursor do gel e subsequente gelificagéo por
polimerizagdo ou precipitacdo, ficando assim a enzima uniformemente distribuida no
interior da matriz.

X Microencapsulagdo (capsula): consiste em aprisionar a enzima em membranas
poliméricas semipermeéveis, com grande superficie de contato. E um sistema limitado
para substrato com baixa massa molecular, pois este precisa atravessar a membrana para
ter acesso a enzima. Ha grande vantagem € que a enzima ndo interage quimicamente
com o polimero, evitando assim, a sua desnaturacdo. Contudo, ha a possibilidade de

haver incorporagdo da enzima na parede da membrana.

2.3.2.2 Imobilizacdo por Ligacédo

O método de imobilizacdo através da ligacdo da enzima pode ser dividido em
adsorcdo fisica e ligacdo covalente (CAO, 2005a; CAO, 2005b; MATEO et al., 2007;
CASTRO et al., 2008; GARCIA-GALAN et al., 2011; MACHADO, 2011; DRAUZ,
2012; MAGNER, 2013).
<> Adsorcao fisica: 0 método de adsorgéo fisica é o procedimento mais facil para se
preparar um sistema imobilizado. A enzima fica retida na superficie do suporte
insoltvel, que se encontra em meio aquoso, por meio interacfes de Van der Waals e
interacOes especificas, promovendo pouca perturbacdo sobre a estrutura nativa da

enzima. A adsorcdo da enzima é dependente do pH, da natureza do solvente, da forca
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ibnica, da concentragdo de enzimas e da temperatura, podendo apresentar em alguns
casos a dessorcao.

X Ligacdo covalente: é a mais difundida e estudada, pois ha a formacdo de uma
ligacdo dita ‘forte’ (estavel) entre os grupos funcionais presentes na superficie da
enzima e do suporte, ndo permitindo que a molécula de enzima se desprenda do suporte
em presenca do substrato, ndo ocorre dessor¢do. Sua principal desvantagem é que a
enzima perdendo atividade impede o reuso do suporte.

X Ligacdo cruzada: ¢ um método livre de suporte e as enzimas estdo ligadas umas
as outras ou a proteinas inativas (gelatina, albumina), formando uma estrutura
tridimensional complexa, resultando em uma enzima quase pura, Ou Seja, um
aglomerado de células ou proteinas (enzimas) que se juntam para a formacdo de

unidades maiores sem adicdo de qualquer agente externo.

2.4 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO

Apesar do grande numero de trabalhos publicados na area de imobilizacdo
enzimatica, poucos processos sdo aplicados em escala industrial. Tal fato deve-se ao
elevado custo dos suportes e reagentes utilizados no processo de imobilizacdo, baixa
eficiéncia de retencdo catalitica da maioria dos processos, baixa estabilidade
operacional de muitas enzimas imobilizadas e pouca versatilidade em equipamentos de
operacdo continua (ZANIN et al., 2004b).

Assim, para que o emprego de enzimas imobilizadas torne-se um processo
economicamente viavel, deve-se considerar o tipo de suporte empregado, entre eles
destacam-se 0s suportes como dextrana, quitina e quitosana, fosfato de zirconio, éxido
de nidbio, alumina, carvao ativado, matrizes poliméricas como amberlite, poli-6xido
etileno (PEO), poli (&cido carboxilico) poliacrilonitrila, resinas constituidas de estireno,
divinilbenzeno e materiais silicios (KENNEDY, 1987; ZANIN, 1989; GONCALVES,
1996; VILLENEUVE et al., 2000; DASH et al., 2011; MACHADO, 2011).

A selecdo do suporte depende da natureza prépria da enzima e de algumas
caracteristicas do material do suporte, tais como: area superficial, composi¢do quimica,
estabilidade térmica, insolubilidade, resisténcia mecénica, porosidade, alem de impor a

menor quantidade de limitacOes para a ocorréncia da reacdo (MATEO et al., 2007).
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2.4.1 Poliuretanos (PU)

A criacdo dos poliuretanos € atribuida ao quimico industrial alemao Otto Bayer
(1902-1982), que descobriu a reacdo de poliadicdo de isocianatos e polidis. O produto
foi inicialmente desenvolvido como um substituto da borracha, no inicio da Segunda
Guerra Mundial (www.americanindustry.com).

Um poliuretano (PU) pode ser definido como um polimero resultante da reacéo
de um isocianato e um composto hidroxilado, em que ambos podem ser di ou
polifuncionais (DELPECH, 1999; YEGANEH, 2005; KLOSS, 2007; LINGAPPA,
2011).

Os isocianatos podem ser aromaticos, alifaticos, ciclo-alifaticos ou policiclicos.
Podem ser representados pela formula geral R (- N= C = O), , onde o radical aromatico
R é o principal e n € a funcionalidade, que normalmente € igual a dois (diisocianato) ou
superior (poliisocianato) (KLOSS, 2007). J& os polidis, com compostos de hidroxilas
terminais na molécula, podendo ser entre 2 (diois) e 3 (triois). Podem ainda ser
poliéteres ou possuir estrutura hidrocarbonica (AGNELLI, 1983; WOODS, 1995;
ZAWADZKI, 1996; VILMAR, 2013).

A natureza quimica, bem como a funcionalidade dos reagentes deve ser
selecionada de acordo com as propriedades finais desejadas. Esta flexibilidade permite
obter uma infinita variedade de compostos com diferentes propriedades fisicas,
quimicas e morfoldgicas, de acordo com necessidades especificas de uma determinada
aplicacdo, fazendo com que os PU ocupem posic¢do importante no mercado mundial de
polimeros sintéticos de alto desempenho (WOOLEY, 1994; STEVENS, 1999;
CANEVAROLDO et al., 2002; PRABAHARAN, 2006; AKCELRUD, 2007; CANAUD,
2007; KLOSS, 2007; SANTOS, 2011; ALBIQUIM, 2013).

Os poliuretanos (PUs) sdo obtidos a partir de uma reagdo quimica quase
instantanea de poliadicdo de um poliisocianato (di ou polifuncional) com um poliol
(Figura 5), podendo ainda ocorrer a adicdo de outros reagentes (com dois ou mais
grupos de hidrogénio reativos) como: agentes de cura ou extensores de cadeia, contendo
dois ou mais grupos reativos; catalisadores; agentes de expansao; surfactantes; cargas;
agente antienvelhecimento; corantes e pigmentos; retardantes de chama; desmoldantes;
etc. (MANO 1999, CALLISTER 2000, CANAUD 2007, VIEIRA 2009,VILMAR
2013).


http://www.americanindustry.com/
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Figura 5. Poliuretano Genérico, reagao geral de obstencéo.
n(O=C=N-R-N=C=0) + m (HO-R'-OH) —»
Diisocianato Poliol

CH) O
|
V\/\MA-C'NH'R'NH'C'O 'R"O_M\M

Poliuretano genérico

FONTE: KLOSS, 2007.

Polimerizacao

A formacdo da espuma de PU ocorre em duas fases, a primeira fase é de
dispersdo dos reagentes onde o primeiro passo no processo de espumacdo consiste em
compatibilizar véarios ingredientes, alguns dos quais imisciveis. Em seguida ocorre a
segunda fase, a de nucleacdo, onde as bolhas de ar sdo introduzidas durante a etapa de
mistura dos reagentes (CANAUD, 2007; VILMAR, 2013). A Figura 6 apresenta o
esquema representativo das tapas para formacgéo da espuma.

Figura 6. Esquema representativo das tapas para formacdo da espuma de PU.

a) ar; : crescimento  das

b) fase poliol; carbbnico  para  as células esféricas;
c) fase isocianato; células; g) crescimento  das
d) mistura e nucleacéo; células tetraédricas.

FONTE: VILMAR, 2013.

Na auséncia de qualquer surfactante o volume de ar introduzido é muito
pequeno. As bolhas sdo poucas e grandes e ocorre coalescéncia sem a influéncia
estabilizante do surfactante. A tensdo superficial do surfactante aumenta o volume de
nucleos de ar misturado aos reagentes e diminui a tendéncia do gas difundir das bolhas

menores para as maiores. Isto resulta em espuma com células maiores e mais uniformes
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(ZAREVUCKA, 1996). Apbs, com o crescimento das bolhas, vérios mecanismos

conduzem ao crescimento de célula (VILMAR, 2013):

o difusdo do gas recém-formado para as bolhas existentes;
o reacao entre agua e isocianato produz gas carbonico;
o simultaneamente, o calor de reacdo vaporiza o agente de expansao auxiliar. A

solucdo se torna supersaturada com gas, o gas dissolvido comeca a sair da solug&o;
o expansdo do gas nas bolhas devido a calor de reagéo;
o difusdo do gas de bolhas menores para as bolhas maiores.
Na Figura 6 pode ser visualizado o esquema que representa a nucleagdo e o
crescimento da espuma de PU (VILMAR, 2013). A Figura 7 apresenta a estrutura

celular da PU, sem e com adi¢do de agua para a formacdo da espuma.

Figura 7. Morfologia das espumas flexiveis convencionais de PU preparadas com
adicdo agua.

‘3 :u?“; - O -.'fs‘ . ;
A) fotografia da estrutura com células c) espuma feita com alto teor de agua;
abertas; d) espuma feita com baixo teor de agua;
B)representacdo esquematica da estrutura e) esfera de poliuréia;
celular; f) fase continua;

g) dominios rigidos.

FONTE: VILMAR, 2013.

A estabilizacdo ocorre com a coalescéncia das células, que ocorre quando a
camada liquida que separa das bolhas, ocorrendo rompimento, devido a instabilidade.
Depois de formadas as células na espuma em crescimento devem ser estabilizadas até

que as estruturas atinjam resisténcia suficiente através da polimerizacao.
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2.4.1.1 Aplicacéo de Poliuretano como Suporte para Imobilizagdo

O Poliuretano (PU) é um polimero que compreende uma cadeia de unidades
organicas unidas por ligacdes uretanicas. Sao amplamente usados em espumas rigidas,
flexiveis, elastdmeros duraveis, adesivos de alto desempenho, selantes, fibras, vedacdes,
gaxetas, preservativos, carpetes, pecas de plastico rigido e tintas (CATAL, 2010;
VILMAR, 2013).

O sucesso de biomateriais a partir de polimeros é a relativa facilidade/baixo
custo em que eles podem ser sintetizados com ampla faixa de propriedades como: alta
resisténcia mecanica, baixo atrito, dureza, elasticidade. A grande variedade de reacdes
envolvidas na ciéncia dos polimeros torna altamente desejavel descobrir e desenvolver
novas estratégias de sintese e gerar novos biomateriais poliméricos a partir dessas
estratégias, buscando assim novas formas de aplicagdes destas estruturas (VILMAR,
2013). A Figura 8 apresenta um sistema de imobiliza¢&o genérico de enzima, retida nos
poros do suporte de PU (CARDOSO, 2009).

Figura 8. Sistema de imobilizacdo de enzima por confinamento (inclusdo na matriz).

FONTE: CARDOSO 2009.

Os poliuretanos também tém sido investigados para utilizagdo como suportes
enzimaticos, principalmente em reagdes em meio organico, onde a enzima fica retida na
estrutura porosa da matriz (KENNEDY et al. 1987).
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O uso de catalisador enzimatico em fluido supercritico empregam meios
organicos, na tentativa de avaliar seus efeitos na polimerizagcdo, buscando o
desenvolvimento de um novo processo tecnolégico com viabilidade técnica e
econémica (SANTOS, 2011).

A aplicacdo de poliuretano foi também investigada para utilizagdo em
imobilizacdo de P. chrysosporium em biorreatores para oxidacdo de hidrocarbonetos
poliaromaticos, em processos de descoloracdo de corantes, como o poly r-478 e na
degradacéo de organoclorados (COUTO et al., 2000; SHIM et al., 2002). A capacidade
de remoc¢do de sulfatos de aguas residuais por meio de bactérias sulfato-redutoras
imobilizadas em espuma de poliuretano, carvéo vegetal, polietileno de baixa densidade
e ceramicas baseadas em aluminio, foram avaliadas. Os resultados indicaram o
favorecimento das condi¢cdes anaerObias necessarias ao desenvolvimento desses
microrganismos, bem como o aumento da resisténcia desses residuos contendo altas
concentracgdes de sulfato (SILVA et al., 2006).

A caracterizacdo das as células de micro-organismos em particulas de espuma de
poliuretano esta diretamente relacionada a de retencdo da biomassa dentro da matriz:
sendo aderida ao suporte, micro granulos e mecanicamente retidos nos poros da espuma,
bem como células dispersas aderidas a particulas, permitindo a otimiza¢do dos fluxos de

substratos e produtos entre as espécies imobilizadas na matriz (AZEVEDO, 2005).

2.5 IMOBILIZACAO DE LIPASES

Em reacdes enzimaticas, o uso de lipases puras (sistema homogéneio) pode
tornar o processo muito dispendioso e, seu descarte apds 0 uso, economicamente
inviavel (SILVA et al., 2009a). O aumento do namero de possibilidades de aplicacbes
de lipases em reacdes de sinteses e biotransformacfes demandam um biocatalisador
imobilizado eficiente, possibilitando seu reuso, como também, melhora na estabilidade
e a atividade da enzima (BALCAO, 1996; ANDERSON, 1998; SHARMA et al., 2001).

O uso de suportes hidrofébicos (finil-agarose e octilagarose) e quitosana para a
imobilizacdo de lipases de Acremonium sp, para a producdo de biodiesel tem se
mostrado vantajoso (BOSCOLO, 2012). Em outro estudo utilizando também suporte
hidrofilico Accurel EP 100 (polipropileno) foram investigados na imobiliza¢&o de lipase
de Burkholderia cepacia LTEB11 para a obtencdo de compostos quirais (BARON,
2008).
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Os poliuretanos vém sendo investigados como suportes enziméticos de reagfes
em meio organico, devido a sua resisténcia a solventes orgéanicos (KENNEDY et al.,
1987). A aplicacdo de lipase de Candida rugosa imobilizada em espumas de poliuretano
na glicerolise do 6leo de bagaco de azeitona, refinado em nhexano, para a producdo de
glicerideos parciais: monoacilglicerois (MAG) e diacilglicerois (DAG). CORREIA,
2011). Na Tabela 6 estdo apresentados alguns suportes empregados para a lipase CAL

B, bem como suas aplica¢des na industria.

Tabela 6. Diferentes suportes e aplicacOes da lipase CAL B.

Suporte Finalidade

Tipo de Imobilizacdo Referencia

carvao ativado granular/

tecido de carbono

sintese de biodiesel

NARANJO et al., 2010.

hidrogel-glutaraldeido
epicloridrina

hidrolise de ésteres

RODRIGUES et al.,
2008.

resina acrilica/solvente

sintese de biodiesel - 6leo
de palma e etanol

INOUE et al., 2011.

celite/solucéo — gel

biodiesel

MEUNIER et al., 2010.

silica a erogel

biodiesel

NASSREDDINE et al.,
2008.

poli (propileno)

esterificacdo do acido oleico

BOSLEY et al., 1997.

com octanol
tecido de carbono/pre- biodiesel NARANJO et al., 2010.
tratamento com etanol
k-carrageenan biodiesel JAGANNATHAN et
al., 2010.
quitosana-alginato eem sintese de esteres de SILVA. 2007.
agarose/glutaraldeido vitamina A
quitosana/glutaraldeido biodiesel - do Oleo de JUNIOR, 2008.
mamona

fibra de coco verde

butirato de metila

PINHEIRO et al., 2011.

nylon — 6/glutaraldeido

biodiesel - do 6leo da

PAHUJANI et al.,

mamona 2007.
peliculas de esterificacdo acido oleico e
quitosano/gelatina-hidrogel butanol RAMGEL etal., 2011.
carvao ativado/butirato de biodiesel CAVALCANTE, 2011.

metila

A lipase Aspergillus niger imobilizada em espuma de poliuretano tambném foi

avaliada em reagdes de biotransformagdo em mondmeros/aligbmeto ciclico, na presenga
de solvente organico. (KLOSS, 2007; LINGAPPA, 2011; SILVA et al., 2012b). A

lipase Candida rugosa

imobilizada em espumas

de poliuretano hidréfilas
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(""HYPOL'FHP2002"e "HYPOL'FHP5000") também foi avaliada para a sintese de
butirato de etila, um éster de sabor frutado, em n-hexano (PIRES — CABRAL et al.,
2007). Considerando a lipase CAL B sdo relatados diferentes tipos de imobilizacéo,
suportes e aplicacGes desta enzima imobilizada.

Cabe ressaltar ainda, dentre as aplica¢Oes industriais importantes de CAL B,
tanto na forma livre quanto imobilizada, a sintese de triglicerideos e esterificacdo de
alcoois terpénicos; esterificacdo de acucares, nucleosideos e esterdides; resolucdo de
alcoois secundarios via hidrélise ou esterificagdo em solventes organicos; sintese de
anti-inflamatorios, bem como na sintese de ésteres constituintes de flavorizantes e
fragréncias (LARIOS et al., 2004), na acilacdo de flavonoides (PASSICOS et al., 2004).

Como suporte alternativo destaca-se a fibra da casca de coco verde, a qual foi
investigada, na imobilizacdo da lipase CAL B, aplicada na reacdo de transesterificacao
de 6leo de macatiba (BRIGIDA, 2006).

2.6 ESTABILIDADE DAS LIPASES

O custo da imobilizacdo deve ser compensado pelo acréscimo da viabilidade
catalitica da enzima e da manutencdo das propriedades fisicas do suporte (resisténcia
mecanica e ao ataque por reagentes quimicos) (CASTRO, 2008). De acordo com a
literatura as propriedades cinéticas e de estabilidade das enzimas podem variar
significativamente em funcdo da sua origem, isoformas e das condic¢des de rea¢do, como
tempo de incubacdo, pH e temperatura, além, do substrato utilizado (PASTORE, 2010;
ORLANDELLLI, 2012; CABRAL et al., 2013).

Segundo a literatura, as enzimas na sua forma soltvel sdo moléculas de certa
flexibilidade, muito delicada e fragil. Para que uma enzima tenha potencial para
aplicacdo industrial um requisito importante é a estabilidade, buscando reduzir a
quantidade do biocatalizador requerido. A estabilidade em solventes organicos,
principalmente para reacdes de sintese, e 0 aumento do potencial de reutilizacdo das
moléculas protéicas sdo primordiais neste contexto (MARTINI, 2007; JUNIOR, 2008;
INOUE, 2011).

A lipase CAL B imobilizada em quitosana-alginato ativado com glutaraldeido
(2%) apresentou uma melhora na estabilidade térmica a 60°C, sendo aproximadamente
29 vezes mais estavel que a enzima livre. Além disso, apresentou-se duas vezes mais

estavel do que a enzima comercial Novozyme 435 (SILVA, 2007).



3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os procedimentos laboratoriais realizados no
laboratério de Biotecnologia de Alimentos do Departamento de Ciéncias Agrarias da
Universidade Regionais Integrada do Alto Uruguai e das Missdes - URI - Erechim,
durante a fase experimental realizada no ambito deste trabalho relacionado ao estudo da
imobilizacdo em suporte de poliuretano (PU) da lipase de Candida antarctica B (CAL
B) e as metodologias empregadas em avaliagcBes preliminares da aplicacdo da lipase
imobilizada na catalise de reacfes de sintese também serdo apresentadas nesta se¢do do
trabalho.

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Reagentes

. Acetona (CH3;COCH3) PM (58,08 g.mol™) FMaia;

. Acido Oléico (C1gH3:0,) PM (282,46 g.mol™) Vetec;

o Acido Propionico (C3HsOz0) PM (74,08g.mol ™) Merck;

o Alcool Etilico (Etanol 95 %) (C,HsOH) PM (46,07 g.mol™) Merck;
. Geraniol (C1oH150) PM(154,24 g.mol™) Vetec;

. Hidréxido de Sédio (NaOH) PM(40,0 g.mol™) Nuclear;

o Isocianato (Empresa Flexivel Poliuretanos);
o Poliol (Empresa Flexivel Poliuretanos).
3.1.1.1 Enzima

A enzima utilizada foi a lipase de Candida antarctica B (Novozyme NZL-102-
LYO-HQ) de alta qualidade, adquirida na forma liofilizada da empresa Novozymes
Latin América LTDA, selecionada a fim de avaliar o potencial do PU como suporte
para imobilizacdo de lipases para uso em reacdes de sintese. A Figura 9 apresenta a

lipase CAL B usada neste trabalho.
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Figura 9. Lipase comercial de Candida antarctica CAL B, Novozymes.

3.1.1.2 Suporte

Os monbémeros comerciais Poliol e Isocianato, utilizados nesse trabalho foram
produzidos para uma formulagdo especifica para colchGes e espumas injetadas para a
Empresa Flexivel Poliuretanos — Mannes. A Figura 10 apresenta 0s mondémeros

utilizados para elaboracdo da espuma de PU usado como suporte no processo de
imobilizacdo da lipase CAL B.

Figura 10. Mon6émeros usados na elaboracdo da espuma de PU, (a) poliol e (b)
isocianato.
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3.1.2 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados neste estudo foram os seguintes:
o Agitador magnético com potencia 650w (Fisatom);
o Agitador orbital (Marconi MA-410);
o Balanca analitica (Shimadzu);
o Bomba a vacuo TE-0,58 (Tecnal);
o Difratdbmetro de raio-X (Rigaku), Miniflex I, com tubo emissor de Cu-1,54;
o Estufa(Fanem, modelo 320SE);
o pH metro MA- 522 (Marconi);
o Micropipeta (Transferpette);
o Geladeira (Consul).

o Papel Filtros (Nalgon)

3.2 METODOS

Os procedimentos experimentais deste trabalho foram desenvolvidos em etapas,

conforme descrito abaixo:

v Avaliagdo da polimerizacao utilizando diferentes volumes dos monomeros;
v Verificagao da miscibilidade da enzima nos mondmeros;
v Avaliacao do efeito da forma fisica e concentragdo da lipase CAL B na formacao

do polimero;
v Avaliagdo da distribui¢do da lipase CAL B no volume total do suporte de PU;
v Estudo da Imobilizag¢ao;
v Avaliacao da capacidade de reciclos reacionais da lipase CAL B imobilizada;
v Avaliacdo da aplicacdo da lipase CAL B em reacgdes de sintese;
v Caracterizacdo estrutural do polimero e enzima imobilizada
A seguir serd apresentada uma descricdo detalhada dos procedimentos

experimentais elencados anteriormente.
3.2.1 Polimerizacio dos Monomeros

O procedimento de polimerizacdo realizado para obten¢do do suporte avaliado
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na pesquisa foi adaptado da metodologia descritas por SILVA et al., 2012a. Para a
elaboracdo do PU, foi avaliado o uso de diferentes concentragdes dos mondmeros
(poliol e isocianato), como apresentado na Tabela 5. Foram realizados 8 ensaios com

diferentes combinagdes das propor¢des dos monomeros.

Tabela 7. Descrigao das concentragdes dos mondmeros avaliadas para formagao da

espuma de PU.
] Proporcdes (v/v)

Ensaios Poliol (%) | Isocianato (%)
1 95 0,5
5 90 10
3 75 25
4 65 35
5 60 40
6 50 50
7 25 75
8 10 90

Com o auxilio de duas seringas descartaveis e um recipiente de poliestireno (200
mL) os mondmeros foram misturados e homogeneizados, com o auxilio de um bastio
de vidro, por aproximadamente 15 segundos, em banho de gelo, para evitar um aumento
excessivo da temperatura, ou seja, superiores a 70 °C, devido a reacdo de polimerizagdo
ser exotérmica.

Apds 5 minutos ocorreu a expansao da espuma e completa solidificagdo da
mesma, possibilitando visualizar algumas caracteristicas da espuma formada, como
conformacao, flexibilidade, maciez, firmeza, porosidade interna e resisténcia (ZAIAT
1996, LUCAS et al. 2001; SANTOS 2011). Todos os ensaios foram realizados em
duplicata.

3.2.2 Avaliacéo da Miscibilidade da Enzima nos Mondmeros

Previamente a etapa de imobilizacdo foram conduzidos ensaios de solubilidade
da enzima lipase CAL B liofilizada nos mondmeros poliol e isocianato, bem como em
diferentes solventes (etanol, agua e acetona), visando seu emprego na forma de uma
solucdo. Nesta etapa avaliaram-se diferentes relagdes massa de enzima:volume de

monomero/solvente.
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3.2.3 Imobilizagéo

O procedimento experimental para imobilizacdo da CAL B em PU foi realizada
utilizando a propor¢cdo dos monomeros selecionada na etapa 3.2.2.1 (Tabela 5, ensaio
3), empregando a enzima no estado so6lido, pé liofilizado (0,8g) e em solugao (0,8 mL)
enzimatica preparada (0,8g em 5 mL de solvente) com diferentes solventes: etanol (EE),
acetona (EA) e agua (EH).

O imobilizado foi produzido pela mistura da enzima liofilizada ou em solugéo
(correspondendo a 10 % do volume total dos mondmeros) em poliol e estes adicionados
ao isocianado, de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 11.

Figura 11. Apresencdo esquematica do procedimento de imobilizacdoda lipase CAL B

em PU.
Poliol (75 %) Enzima (10 %)
+ (m/v)
Isocianato (25 %)
Homogeneizacio (15sequndos) Banho de Gelo

[ Polimerizacdo (5 minutos) ]

l

Lipase CAL B
Imobilizada
Poliuretano (PU’s)

l Trituracdo (liquidificador)
Determinacéo da
Medida da Atividade

Cabe ressaltar que o método de imobilizacdo utilizado nesta pesquisa consiste no

método de encapsulamento, onde ocorre a formacdo de uma estrutura porosa na

presenca da enzima, envolvendo-a em uma estrutura tridimensional, realizando o
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“confinamento” da proteina no polimero insollvel, resultando no biocatalisador
imobilizado (DALLA-VECCHIA et al., 2004; GONCALVES, 2007).

Para avaliar a homogenidade da dsitribuicdo da enzima no suporte, apds a
polimerizacdo, a estrutura formada com a enzima inclusa foi dividida verticalmente em
duas parcelas (1 e 2) e horizontalmente em trés (A, B e C), (Figuras 122 12b e 12c).
Para realizacdo da dosagem da atividade de cada fracdo, as mesmas foram trituradas em
liquidificador (modo pulsar) até completa trituracdo. Posteriormente a pesagem, as
diferentes fracGes foram identificadas, pesadas e submetidas a verificacdo da atividade
enzimética de esterificacdo, segundo método descrito no (item 3.2.4). Este
procedimento foi realizado em triplicata para os dois ensaiso de imobilizacéo,
verificando assim a reprodutibilidade dos resultados em relacédo a distribuicdo da lipase

CAL B no polimero formado.

Figura 12. Demonstracdo da metodologia de amostragem da espuma de PU formada
com Lipase CAL B, considerando em (a) divisdo em duas parcelas (1 e 2) na vertical
(vista superior do polimero), (b) visdo extrena da divisdo em trés parcelas (A, B e C) do
polimero (c) divisdo em trés parcelas (A, B e C) na horizontal( vista lateral do
polimero).

Apds a medida de atividade em cada fracdo, as mesmas foram misturadas em

uma por¢cdo homogénea, a qual teve sua atividade mensurada, sendo esta considerada a
atividade total do imobilizado (100 %) e relacionando cada parcela em porcentagem de
cada fragao.

3.2.4. Dosagem da Atividade de Esterificagdo

A atividade de esterificacdo foi quantificada através de uma reacdo de sintese,
empregando o &cido oleico e etanol (razdo molar 1:1) como reagentes, metodologia esta
modificada dsa descritas por BERNARDES et al. (2007) e LANGONE et al. (2002).

Apos a realizagao do ensaio em branco, para determinar a acidez do meio reacional, foi
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conduzida a adi¢do da enzima CAL B, livre (0,1 g da solucéo enzimatica) e imobilizada
em PU (0,1g contendo 0,16% de enzima). A reacdo foi conduzida a 40 °C, durante 40
minutos, em frascos de vidro fechados, mantidos em agitador orbital a 160 rpm. Para as
medidas de aciodez (conduzidas volumétricamente, empregando o NaOH 0,05 M comjo
titulante), aliquotas de 500 pL foram retiradas do meio reacional em triplicata e
adicionado a cada aliquota 15 mL de uma solucgdo de acetona-etanol (1:1) (v/v).

A quantidade de acido consumida foi determinada por titulacdo com hidréxido
de Sddio (NaOH) 0,05 M. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima que consome 1pmol de acido graxo por minuto, nas condi¢des do

ensaio. A atividade enzimética foi calculada utilizando a Equagdol.

(V. =V )x M x1000xV,
tM o ><VC Equacao (1)

AE =

Onde:

AE = atividade de esterificacao (U/g);

V, = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada apds 40 min (mL);
V) = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada no tempo 0 (mL);
M = molaridade da solucdo de NaOH;

V; = volume final de meio reacional (mL);

t = tempo (min);

MeL = peso da enzima livre (solucéo enzimatica)/imobilizada;

V. = volume da aliquota do meio reacional retirada para titulacao (mL).
3.2.5 Célculo do Rendimento de Imobilizagédo

O rendimento do imobilizado foi calculado considerando a atividade total da
enzima livre em solugdo (a qual considera o volume de extrato enzimatico empregado
no ensaio de imobilizagéo) e a atividade total do imobilizado (o qual considera a massa
total de imobilizado produzido) de acordo com a equagdo 2 (BRIGIDA, 2006).

U imobilizada

RI (%) = Uo x 100 Equacio (2)

Onde:
RI (%) = Rendimento de imobilizacao

U imobilizada = atividade enzimatica no imobilizado
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Uo = atividade da solucdo enzimatica oferecida para imobilizacdo

3.2.6 Avaliacao da Estabilidade da Enzima Livre e Enzima Imobilizada

O estudo de estabilidade térmica da CAL B livre foi conduzido em frascos
empendorff, com a solugdo enzimética na concentracdo equivalente a usada no processo
de imobilizacdo (0,16%). A dosagem da atividade foi determinada pelo método da
esterificacdo descrito no item 3.2.4. As temperaturas foram selecionadas de acordo com
a temperatura 6tima da enzima lipase CAL B, sendo elas descritas a seguir:

e Temperatura de 40 °C (EL_40 °C);
e Temperatura de 60 °C (EL_60 °C);
e Temperatura de 80 °C (EL_80 °C).

Para a enzima imobilizada em PU, armazenadas em frasco de polipropileno com
tampa, foram avaliadas duas formas de acondicionamento: (1) lipase CAL B
imobilizada estocada a seco e (2) lipase CAL B imobilizada estocada no meio reacional
(&cido oléico e etanol). As temperaturas avaliadas para as difreentes formas de
armazenamento encontram-se descritas a seguir:

1- Imobilizado no suporte de PU acondicionado a seco:
o Temperatura ambiente (ASA);
o Temperatura de geladeira (ASG 2-8 °C);
o Temperatura de 40 °C (AS_40 °C);
o Temperatura de 60 °C (AS_60 °C);
o Temperatura de 80 °C (AS_80 °C);
2- Imobilizado no suporte de PU acondicionado com o meio reacional:
o Temperatura de 40 °C(AMR_40 °C);
o Temperatura de 60 °C (AMR_60 °C);
o Temperatura de 80 °C (AMR_80 °C).

3.2.7 Avalia¢do da Capacidade de Reciclos Reacionais da Lipase CAL B

Imobilizada

O principal interesse em imobilizar enzimas € propiciar a reutilizacdo da mesma.
Desta forma, avaliou-se a capacidade de reciclos reacionais de sintese do oleato de etila

(acido oléico e etanol) da lipase CAL B imobilizada em PU, buscando simular a
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reutilizagdo do biocatalisador em reacdes de interesse. Os ciclos foram avaliados em
periodos de 24 horas. Apos a reacdo o imobilizado foi submetido a diferentes condigdes
de estocagem antes de sua reutilizagdo, cujos procedimentos encontram-se descritos na

Figura 13.

Figura 13. Metodologia de preparo e acondicionamento da lipase CAL B imobilizada
durante o processo da avaliacdo de reciclos reacionais

[ Enzima Imobilizada] <€

l’ 5 mL de meio reacional

DETERMINACAO

DA
ATIVIDADE
Armazenada Limpeza com Etanol (50 mL) RLE
em Meio Reacional Filtragcdo - Bomba a VVacuo (20 min) RFBA
AMR Armazenada a Seco (AS)
| !

Temperatura Temperatura
RMRA RLETA
RMRG RLETG

RMR_40°C RLET_40°C
Filtragdo — Bomba a Vacuo
RFBA
v

—>| RECICLOR) [

Buscando identificar possiveis alteracdes conformacionais do imobilizado e ou
estabilidade da enzima em detrimento do método de conservacdo ao qual o
biocatalisador foi submetido entre um reciclo e outro, amostras da enzima imobilizada

foram submetidas a duas condi¢des de estocagem a primeira no meio reacional e na
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segunda passando por processo de limpeza (etanol 95 %) apds a reagdo, bem como de
preparo do biocatalizador para uma nova batelada de reagao.

Foram também avaliadas diferentes condigdes (ambiente, geladeira e 40 °C) de
armazenamento durante os intervalos de 24 horas dos reciclos, sendo a metodologia e
nomenclatura de cada processo descrito a seguir:

1 Imobilizado utilizado acondicionado ao meio reacional ndo submetido a
procedimento de lavagem:

o Temperatura ambiente (RMRA);

o Temperatura de geladeira (RMRG 2-8 °C);

o Temperatura de 40 °C (RMR_40 °C);
2 Imobilizado utilizado, lavado com etanol (50 mL) com auxilio de bomba a
vacuo, sob filtro, durante 20 min e posteriormente acondicionado a seco:

o Temperatura ambiente (RLETA);

o Temperatura de geladeira (RLETG 2-8 °C);

o Temperatura de 40 °C (RLET_40 °C);

Cabe ressaltar o imobilizado, ap06s reacdo de dosagem da atividade (item 3.2.4),
foi submetido a lavagem com etanol (95 %) em filtro conectado a bomba a véacuo,
mantido sobre o filtro até secagem aparente.

No caso de acondicionamento no meio reacional, ap6s a reacdo o imobilizado
em meio reacional foi transferidos para frasco de armazenamento, este antes de ser
submetido a uma nova avaliagdo de dosagem da atividade sendo apenas filtrado, sem

lavagem e mantido sobre o filtro até secagem aparente.

3.2.8 Avaliacdo da Aplicacdo da Lipase CAL B Imobilizada na Catélise de Reac6es

de Sintese

Nesta etapa serdo apresentadas as metodologias empregadas na avaliagdo da
aplicacdo das lipase CAL B imobilizada em PU na catélise de reagdo de sintese de
geranil oleato, geranil propionato e o oleato de etila. A metodologia empregada foi
adaptada de FERRAZ (2012).

3.2.8.1 Sintese Enzimatica de Geraniol e Acido Oleico
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A sintese enzimatica para a producdo de geranil oleato foi realizada conforme
metodologia descrita por PAROUL (2011), onde foram usados como substratos geraniol
(99 % de pureza) e acido oleico (99 % de pureza) na propor¢do molar de 3:1. Esses
substratos foram adicionados em erlemeyers de 50 mL com volume médio racional de 5
mL (PAROUL, 2011).

A avaliagcdo da capacidade de reagcdo da CAL B imobilizada em reagdo de
sintese de geranil oleatofoi realizada a 40 °C durante 6 horas em agitador orbital a 160
rpm. Apos este periodo foram retiradas aliquotas de 500 uL. do meio reacional em
triplicata e adicionadas a15 mL de uma solucdo de acetona-etanol (1:1) (v/v).

A quantificacdo da sintesede geranil oleato foi realizada por titulagdo em NaOH
0,05 M, até pH 11. A determinacdo do rendimento da sintese do geranil oleato foi

determinada segundo item 3.2.9.4.

3.2.8.2 Esterificacdo Enzimatica de Geraniol e Acido Propi6nico

A avaliacdo da capacidade de reacdo da CAL B imobilizada em reacdo de
esterificacdo de geraniol propionato foi conduzida empregando as mesmas condigdes
experimentais descritas para a sintese do geranil oleato, empregando como reagentes o
geraniol (99 % de pureza) e o acido propidnico (99 % de pureza) na proporcao de (3:3).

A quantificacdo da sintese de geranil propionato foi realizada por titulagdo em
NaOH 0,05M, até pH 9,1. A determinacdo do rendimento da sintese do geraniloleato foi
determinada segundo item 3.2.9.4.

3.2.8.3 Esterificacdo Enzimatica de Acido Oleico e Etanol

A avaliacdo da capacidade de reagdo da CAL B imobilizada em reagédo de
sintese do oleato de etila foi realizada através da reacdo do &cido oleico e etanol (razéo
molar (1:1). A reacdo foi conduzida a 40 °C, durante 40 minutos, em frascos de vidro
fechados, mantidos em agitador orbital a 160 rpm. Aliquotas de 500 uL foram retiradas
do meio reacional em triplicata e adicionado cada aliquota 15 mL de uma solucdo de
acetona-etanol (1:1) (v/v). A determinacdo do rendimento da sintese do etil oleato foi

determinada segundo item 3.2.9.4.
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3.2.8.4 Determinacdo do Rendimento das Reagdes de Sintese

A determinacdo do Rendimento das Reacdes de Sintese foi realizado utilizando

metodologia descrita por PAROUL (2011), empregando a equacéo 4.
MxVa)

EEDyxvr
MR

CE =100 — ( ) X 100 Equagio (4)

Onde:

CE = célculo de conversdo em ésteres (%)

V, = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada ap6s 40min (mL);
M = molaridade da solucdo de NaOH;

V; = volume final de meio reacional (mL);

MR = mols que reagiu (inicial 100 %)

V¢ = volume da aliquota do meio reacional retirada para titulagcao (mL).



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no
desenvolvimento desta pesquisa. Inicialmente, apresenta-se a avaliacdo da conformacéo
da espuma de poliuretano a ser usada como suporte para imobiliza¢éo da lipase CAL B,
a influéncia da temperatura na estabilidade da enzima imobilizada e a capacidade de
reciclos reacionais para entdo definir possibilidades de aplicacdo em reacGes de sintese

do geranil propionato, geranil oleato e o oleato de etila.

4.1 REACAO DE POLIMERIZACAO: SINTESE DO POLIURETANO (PU)

Para a sintese do PU foram avaliadas diferentes propor¢des dos mondmeros
poliol e isocianato. Como pardmetro de avaliagdo acompanhou-se visualmente a
consisténcia, a estabilidade quanto ao efeito de retracdo do volume, defeitos de
conformacao, a maleabilidade e a conformacgdo dos poros da espuma (ZAIAT, 1996). A
Figura 14 apresenta o aspecto conformacional das espumas de PU sintetizadas

empregando as diferentes proporg¢des de poliol e isocianato.

Figura 14. Aspecto conformacional das espumas de poliuretano formadas empregando
diferentes proporces dos mondmeros poliol e isocianato, respectivamente, sendo (a) 95
% e 5 %, (b) 90 % e 10 %, (c) 75 % e 25 %, (d) 65 % e 35 %, (e) 60 % e 40 %, (f) 50 %

e 50 %, (g) 25 % e 75 % e (h) 10 e 90 %.
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Os resultados apresentam uma tendéncia em relacdo a proporcdo dos
mondmeros, quanto maior a concentracdo de poliol menor é o efeito de retracdo da
estrutura do PU, formado uma estrutura maledvel/macia com as células compactas. O
aumento da proporgdo de isocianato conduz a gera¢do de uma estrutura mais rigida,
com porosidade disforme e um volume aparente reduzido. Para a condi¢do de 10 % de

poliol e 90 % de isocianato (Figura 14h), praticamente ndo houve formacéo de espuma,
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somente a formacdo de um gel no centro da estrutura envolta por uma fina camada de
espuma expandida.

O acréscimo da dureza da estrutura esta relacionado ao aumento das forcgas
intermoleculares. Em geral, poliuretanos com alto teor de isocianato tornam-se mais
rigidos, devido ao aumento das ligacdes cruzadas, proporcionando uma maior aderéncia
e compactacgéo dos poros (BOLSONI, 2008; PAULICHEI, 2010).

As particularidades observadas nas espumas de PU formadas decorrem das
propor¢des dos mondomeros empregados para a sintese do PU. A escolha dos
monodmeros (diisocianatos e polidis) empregados na formagdo da espuma, cada um com
suas caracteristicas proprias e funcionalidades, também podem interferir na qualidade
destas espumas (PINTO et al., 2005, MENG, 2008).

A estrutura quimica do PU, que é bastante complexa e dependente do di-
isocianato constituinte, podendo ser diol ou poliol, resultando em poliuretanos
completamente diferentes. O isocianato pode reagir com diferentes grupos quimicos e as
propriedades finais do polimero irdo variar de acordo com o percurso da reacédo.
Poliuretanos podem ter estruturas muito diferentes, dependendo do tipo de isocianato e
0 dos componentes de hidrogénio reativos presentes na formulacdo (CATAL, 2010;
SANTOS, 2011).

Dependendo da aplicacdo, caracteristicas como densidade, rigidez e porosidade
sdo desejadas e para isso, como pode ser observado nos resultados obtidos, fica evidente
a necessidade de otimizagdo da composic¢ao proporcional dos monémeros formadores
da espuma (ABE, 2008).

A preparacdo e selecdo de espuma de poliuretano, relacionando a densidade
obtida, considerando diferentes composicdes de poliol e isocianato na sua formulacao.
A proporgéo de 50/30 (poliol/isocianato) resultou em menor encolhimento e defeitos na
estrutura (SILVA et al.,20122).

A hidrofobicidade de espumas de PU para varias concentracdes de diferentes
mondmeros. As espumas oriundas da mistura de 80 % poliéster e 20 % poliéter,
apresentaram os melhores resultados considerando as caracteristicas fisicas (densidade,
estrutura dos poros, maleabilidade) de toda a unidade da estrutura polimérica
(DMITRIENKO et al., 1996).

Apos a avaliacdo visual das espumas obtidas, foi definida para a continuidade

dos estudos a proporcdo de poliol:isocianato de 75/25 (Figura 14c), por apresentar
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melhores caracteristicas fisicas (distribuicdo dos poros, maleabilidade e células

uniformes).

4.2 AVALIACAO DA CONFORMACAO DO IMOBILIZADO COM LIPASE CAL B
LIOFILIZADA

Inicialmente foi conduzido um ensaio empregando a enzima na forma
liofilizada. A quantidade de enzima, 10 % (m/m) foi previamente adicionada ao
mondmero poliol. Apds uma etapa de mistura, fez-se a adicdo do isocianato, deixando
polimerizar por 5 minutos. A espuma formada apresentou uma boa uniformidade na

estrutura polimérica, como pode ser observado na Figura 15.

Figura 15. Aspecto da espuma de PU formada juntamente com a lipase Cal B na forma
liofilizada, (a) aspecto externo, (b) corte longitudinal.
w A

(a) (b)
Ap0s a etapa de imobilizacdo, o PU incorporado com enzima, foi fracionada em

3 partes (inferior, meio e superior), as quais, individualmente, foram submetidas a
ensaios de atividade enzimatica. Os resultados obtidos em termos de atividade de
esterificagdo para as diferentes regides da espuma contendo a lipase CAL B liofilizada

imobilizada encontram-se apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados obtidos em termos de atividade de esterificacdo obtidas nas
diferentes regibes da espuma com a lipase CAL B liofilizada imobilizada.

Amostras Atividade Enzimatica (U/g)
Superior 31,394
Médio 63,782

Inferior 472,740
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Como podemos observar, somente a parte inferior da espuma apresentou uma
elevada atividade, as demais partes (meio e superior) apresentaram, em relacdo a parte
inferior, uma baixa atividade enzimatica, indicando que a enzima ndo apresentou uma
distribuicdo uniforme no PU durante o processo de expansdo da espuma. Esta
distribui¢@o heterogénea da enzima na espuma possivelmente esteja vinculada a falta de

agente expansivo, como a agua, que auxilia na formacéo da espuma (VILMAR, 2013).

4.3 AVALIACAO DA CONFORMACAO DO IMOBILIZADO COM LIPASE CAL B
SOLUBILIZADA EM DIFERENTES SOLVENTES

A enzima, previamente solubilizada em agua, alcool etilico ou acetona, a 0,16 %
(m/v), foi adicionada ao poliol. Apés a etapa de homogeneizacio fez-se a adicdo do
isocianato, procedeu-se a mistura por 15 segundos, deixando polimerizar por 5 minutos.
Apos a etapa de polimerizagdo, empregando a enzima solubilizada em agua, alcool
etilico e acetona, foi conduzida uma analise visual das estruturas poliméricas geradas. O
ensaio conduzido empregando a acetona como solvente da enzima gerou uma estrutura
polimérica rigida, compacta e bifasica, com duas fases distintas em termos de
densidades, a fase inferior apresentou-se compacta e de colora¢do amarelada, indicando
ser enriquecida com isocianato.

Além disto, ndo foi constata atividade enzimatica em nenhuma das fases. Os
demais solventes (dgua e alcool etilico) conduziram a formacdo de espumas com
estruturas poliméricas homogéneas, com boa maleabilidade e distribuicdo dos poros
(Figura 16). No entanto, destes, somente o PU incorporado com a enzima previamente

diluida em agua apresentou atividade enzimatica.

Figura 16. Aspecto da espuma de PU formada juntamente com a lipase Cal B na forma
liquida (EH) sendo (a) Imobilizado na forma integra (b) Corte longitudinal do
imobilizado (c) Imobilizado triturado.

@ (®) ) ©
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Posteriormente repetiu-se a incorporacdo da enzima no PU empregando como
precursor da enzima a solu¢do aquosa. Apos uma segmentacdo do suporte em duas
parcelas verticais (1 e 2) e trés horizontais (a, b e ¢) (Figura 16), para cada fracdo foi

determinada a atividade enzimatica, cujos os resultados estdo demostrados na Tabela 9.

Tabela 9. Atividade enzimatica obtidas nas diferentes regides da espuma com a lipase
CAL B imobilizada, previamente diluida em agua (EH).

Fracao Atividade
1A 958,55 + 149,252
1B 895,55 + 163,052
2A 917,90 + 101,40
2B 947,68 + 69,00
3A 911,17 £ 115,372
3B 900,37 + 106,122

Letras iguais indicam n&o haver diferenca significativa a nivel de 0,5%.

Podemos observar uma similaridade de atividade para todas as partes da espuma
de PU. Esta tendéncia, diferentemente do observada quando do emprego da enzima
liofilizada, sugere uma distribuicdo homogénea da enzima durante a etapa de
polimerizacéo.

A imobilizagdo em PU deve ocorrer, preferencialmente, pelo método de
confinamento (inclusdo de matriz) que consiste no aprisionamento das moléculas de
enzimas entre as malhas do polimero, por ligacdes fisicas entre enzima e suporte,
diminuindo as possibilidades de desnaturagio da proteina (GARCIA-ARRAZOLA et
al., 2009, YUE et al., 2004).

Os resultados demonstram que o processo de polimerizacdo manteve a atividade
da enzima, indicando que a proteina ndo foi desnaturada nem ocasionando alteracdes
indesejaveis de conformacdo, além de permitir a permeabilidade do substrato entre a
matriz do suporte e a saida do produto.

A velocidade de difusdo dos substratos e produtos através da membrana ¢ um
fator limitante para enzimas imobilizadas, enfatizando a importancia da transferéncia de
massa através da membrana (KEPMKA, 2012). A solubilizagdo enzimatica ¢

selecionada de acordo com o tipo de reagdo, onde a quantidade de 4gua e a solubilidade
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dos substratos devem ser avaliadas e otimizadas, contribuindo na integridade estrutural
e polaridade do sitio ativo e estabilidade da proteina (LIU, ef al., 2007).

A agua na polimerizacdo do PU pode atuar como agente expansivo, resultando
na formacdo de segmentos rigidos de poliuréia e consequentemente, aumentando a
dureza da espuma (VILMAR, 2013). Esta propriedade pode também estar relacionada
aos radicais livres existentes no pré-polimero e a liberagao de dioxido de carbono
durante o processo de polimerizacdo (ZAREVUCKA, 1996; SUSLA et al,. 2007).
Dentre os fatores que afetam a interacdo enzima e espuma de PU destacam-se a
hidrofobicidade da espuma e aestabilidade de armazenamento (LEJEUNE et al.,1996).

A quantidade de agua durante a polimerizagdo, uxilia um ataque nucleofilico ao
complexo formado quando a lipase age no mondmero. Em relacdo a &gua, sua
miscibilidade em relacdo aos monémeros pode estar relacionada a fase homogénea da
agua, que compete com as hidroxilas priméarias do poliol reativo, incorporando-se aos
segmentos rigidos de poliuréia, aumentando seu tamanho e, devido a sua
trifuncionalidade, forma estruturas reticuladas impedindo o alinhamento
macromolecular e formacao de ligacdes hidrogénio (ALBERTSSON et al., 2008).

Além disso, as hidroxilas primarias do poliolpoliéter reagem com o isocianato,
formando prepolimeros terminados em NCO, que reagem posteriormente com a agua e
outro grupo isocianato do segmento rigido, unindo os segmentos rigidos com o poliol e
impedindo a separacdo de fase, originando uma espuma com boa distribuicdo de enzima
em seu interior. (ALBERTSSON et al., 2008).

Dessa forma, a polimerizacdo iréd responder de forma diferente de acordo com a
quantidade de agua adicionada. A relacdo inversa entre a massa molar e quantidade de
agua. Quantidades baixas de agua conduzem a formacdo de polimeros de massas
molares maiores, ou seja, polimeros com estrutura mais compactas, irregulares, bem

resistentes e com deformacéo permanente (THURECHT et al., 2006.

4.4 RENDIMENTO

O rendimento reacional representa a relacdo entre a Atividade Total Teodrica
(Ur), calculada considerando a quantidade de enzima livre (12,8 mg) emprega na etapa
de incorporagdo, € a Atividade Total Experimental (Urgxp.), calculada considerando a
atividade total do suporte PU incorporado com a enzima (8,0g).

Os valores de Atividade Total Tedrica (Ut) e Atividade Total Experimental
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(Utexp.) obtidos para as enzimas livre e imobilizada, respectivamente, encontram-se

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Atividade inicial da CAL B livre (EH) e imobilizada em PU

Enzima Atividade (V) Rendimento de Imobilizacéo
(%)
Livre 10200 e
Imobilizada 2.554,7 250

Observa-se um aumento de 250 % da atividade da enzima imobilizada em
relacdo a livre. Estes resultados sugerem um efeito benéfico da imobilizacdo sobre a
atividade da enzima. Esta tendéncia pode estar relacionada com varias fatores como, a
disponibilizagdo facilidade do acesso de novos sitios ativos, possibilidade da
reutilizacdo do biocatalisador imobilizado, facilidade na separacdo do meio reacional,

sem contaminacao do produto final pela enzima e melhor controle do processo.
4.5 AVALIACAO DA ESTABILIDADE DA ENZIMA LIVRE

Os resultados da estabilidade da enzima livre a diferentes temperaturas
encontram-se apresentado na Figura 17.

Figura 17. Estabilidade da Lipase (CAL B) livre (EH) submetida a temperaturas de 40
°C (EL_40 °C), 60 °C (EL_60 °C) e 80 °C (EL_80 °C).
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Observa-se uma diminuic¢do da atividade com o tempo de contato para todas as
temperaturas avaliadas, bem como uma relacdo direta com a temperatura. As maiores
temperaturas apresentaram desativacGes mais rapidas. Para a EL_80 °C a inativacgéo foi
total com 3 horas de contato. Para as EL_60 e EL_40 °C a inativacéo total somente foi
observada com 12 e 24 hs de contato, respectivamente.

A avaliacdo da estabilidade de extratos enzimaticos de farelo de arroz, farelo de
soja e bagaco de cana a temperatura ambiente observaram uma manutencdo da
estabilidade durante 60 dias (FERRAZ et al., 2010).

As enzimas na sua forma soltvel sdo moléculas proteicas complexas e de certa
flexibilidade, sua atividade catalitica prove uma estrutura altamente ordenada, muito
delicada e fragil. Se a molécula absorve muita energia, ela pode sofrer mudancas
conformacionais nos seus sitios ativos, muitas vezes irreversiveis, podendo até
desnaturar totalmente enzima (MARTINI, 2007; JUNIOR, 2008; INOUE, 2011).

4.6 ESTABILIDADE DA ENZIMA IMOBILIZADA EM PU ARMAZENADA EM
CONSTANTE DE DESATIVACAO TERMICA

A estabilidade do imobilizado (PU + Enzima) na forma seca, armazenada a
temperatura ambiente (ASA) e geladeira (ASG) é apresentada na Figura 18.

Figura 18. Estabilidade da Lipase Cal B imobilizada submetida a temperatura ambiente
(ASA-25 °C) e de geladeira (ASG-(2-8 °C)).
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O resultado do comportamento da enzima imobilizada em PU ap6s 150 dias de
armazenamento apresenta comportamento estavel tanto para temperatura ambiente
(ASA) e de geladeira (ASG). Em ambos 0s casos observa-se uma atividade residual de
100%, ou seja, ndo ocorreu perda de atividade residual relacionada com a dosagem da
atividade realizada logo apds a imobilizacdo. A enzima imobilizada (ASG) apresentou
também maior estabilidade em relacdo a livre (ELG), quando estas foram estocadas em
temperatura de geladeira.

O experimento usando a enzima CAL B imobilizado em Accurel (polipropileno)
e poliestireno aumentou de trés vezes no tempo de estabilidade em relacdo a enzima
livre, que apresentou um tempo de meia vida de apenas 5 dias (BRANCO et al., 2006).
Ja o uso da invertase imobilizada em PU obteve uma estabilidade por um periodo de 60
dias, sem perda consideravel atividade (68,5 % de retencdo da atividade) (CADENA et
al., 2010). A Figura 19 apresenta o desempenho do imobilizado a seco (AS) submetido
a altas temperaturas de armazenamento.

Figura 19. Estabilidade da Lipase (CAL B) imobilizada submetida a temperatura
AS_40°C, AS_60°C e AS_80 °C.

120

10t0 o0 e 0o, DD. DD.DD.DD.-
;\3 80 |
<
s
S
8 eof
3
©
i)
=
< 40}
20+ r
I 80°C
7 60°C
0 . . . . . . . . 4 40%C
0 1 5 6 11 15 22 29 30 45
Tempo (dias)

Independente da temperatura de armazenamento (AS_40, 60 ou 80 °C), a enzima
imobilizada manteve sua atividade residual acima de 95 % pelo periodo avaliado (45
dias). Os resultados demonstram um ganho significativo de estabilidade a altas
temperaturas em relacdo a enzima livre, a qual apresentou inativacéo total em 2, 12 e 24

hs, para as temperaturas de 40, 60 e 80 °C, respectivamente.
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Esse fato pode ser decorrente do aumento da estabilidade do catalisador ou
modificag0es na estrutura do suporte favorecendo a estabilidade do imobilizado
(OLIVEIRA, 2008). A Figura 20 mostra a estabilidade do imobilizado a altas
temperaturas, avaliando o armazenando em meio reacional.

Figura 20. Estabilidade da Lipase (CAL B) imobilizada imersa ao meio reacional
submetida a temperatura (AM_ 40°C, 60°C e 80°C) no decorrer nos dias de estocagem.
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Similar aos ensaios anteriores, para as trés temperaturas avaliadas, a atividade
residual se manteve acima dos 90% durante o periodo acompanhado (45 dias). Os
resultados demonstram que o meio reacional, o qual contém acido oléico e etanol como
principios ativos, ndo interferiu na estabilidade da enzima imobilizada em PU,
demonstrando assim, a potencialidade da aplicacdo em fluxo continuo, em diferentes
temperaturas, do suporte produzido.

4.7 AVALIACAO DO REUSO DA LIPASE IMOBILIZADA

Outro pardmetro importante em reagdes catalisadas por enzimas e a avaliacdo da
reutilizacdo do biocatalisador, visando diminuir os custos de todo o processo. A Figura
21 apresenta os resultados obtidos para os reciclos conduzidos com as amostras em
meio reacional. Foram conduzidos distintos experimentos onde, entre os reciclos (a cada

24 hs) e o imobilizado foi armazenado em distintas condicdes:
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) no proprio meio reacional a temperatura ambiente (RMRA), em geladeira, 2-8
°C (RMRG) e a 40 °C (RMR_40 °C);

i) submetido a uma etapa de lavagem para remocao de substratos do PU, também a
temperatura ambiente (RLETA), geladeira (RLETG) e a 40 °C (RLET_40 °C)
denominado neste estudo como a seco.

Figura 21. Comportamento da Lipase (CAL B) imobilizada submetida & ciclos e a
diferentes temperaturas de armazenagem ambiente (RMRA), geladeira (RMRG 2-8 °C)
e 40 °C (RMR_40 °C).
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NuUmero de Reciclos

Em 30 ciclos os imobilizados a 40 °C, RMR 40 °C e o RLET 40 °C,
mantiveram mais de 87 % e 95 %, respectivamente, de sua atividade residual, enquanto
que os armazenados em geladeira (2-8 °C) (RMRG) e (RLETG) apresentaram
atividades superiores a 83 % e 98 %, respecvtivamente.

Um estudo com Novozym 435 em sintese enzimética e esta permaneceu ativa
por 15 ciclos com rendimento de 100 % a temperatura de 40 °C (BLANCO, 2004) A
enzima Kluyveromyces lactis B-galactosidase, pre-tratada com lactose (para evitar a
perda de atividade durante o processo de imobilizagéo), e glutaraldeido, utilizado como
um ligante para imobilizar [B-galactosidase, sobre a superficie de um gel de
silicamostrou, observaram uma melhor capacidade de reutilizacdo em rela¢do a enzima
imobilizda sem pré-tratamento, com 63,9 % da sua atividade original, apds 10
reutilizagdes (SONG et al., 2010).
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Os imobilizados armazenados a temperatura ambiente apresentaram tendéncias
distintas, em meio reacional (RMRA) apds 35 ciclos, apresentou uma atividade residual,
de 65 %, enquanto que o conduzido a seco (RLETA) manteve os 100 %. Figura 22

apresenta os resultados obtidos para os reciclos com as amostras a seco.

Figura 22. Comportamento da Lipase (CAL B) imobilizada submetida a ciclos e a
diferentes temperaturas de armazenagem ambiente (RLETA), geladeira (RLETG 2-8°C)
e 40 °C (RLET_40 °C).
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Numero de Recilcos

A Monascus imobilizada em PU, uma atividade residual de 60 % apds 17
reciclos, a metade do presente estudo (QUEZADA et al., 2009). Para a lipase de
Candida rugosa imobilizada em PU e aplicada na esterificacdo do acido palmitico com
alcool cetilico, observaram que o biocatalisador retia 80 % de sua atividade original
apos 15 reciclos (GUNCHEVA et al., 2011). As células de Bacillus sp. imobilizadas em
alginato e em espuma de PU apresentaram maior degradacao de ftalato do que células
livres, podendo ser reutilizados por mais de 12 e 24 ciclos, respectivamente (PATIL et
al. 2006).
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4.8 AVALIACAO DA APLICACAO DA LIPASE CAL B IMOBILIZADA NA
CATALISE DE REACOES DE SINTESE

Nesta etapa serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas reacdes de
esterificacdo enzimatica a fim de verificar o comportamento da CAL B imobilizada em
PU para reagdes de esterificagdo, ja que a mesma apresenta elevada atividade,
estabilidade e capacidade de reciclo para estas reacoes.

Na Tabela 12 sdo apresentados os resultados relativos as conversdes obtidas nas

reacOes de sintese enzimética dos esteres geranil oleato, geranil propionato e etil oleato.

Tabela 12. Conversdes reacionais obtidos nas reagdes catalisadas pela CALB
imobilizada em PU na esterificacdo de geraniol com &cido oleico e propi6nico do acido
oléico e etanol.

Enzima CAL B Converséo (%)
Etilo oleato 83,4
Geranil oleato 31,2
Geranil propionato 18,3

A aplicacdo do imobilizado nas reacfes de producdo de geranil propionato e
geranil oleato resultou em conversdes de 18,3% e 31,2%, respectivamente e da sintese
de oleato de etila em 83,2%. Os resultados demonstram a potencialidade do suporte
avaliado, principalmente para o oleato de etila. Cabe salientar que a reacdo pode ser
conduzida a temperaturas mais elevadas, permitindo aumentar o rendimento reacional.

Alguns estudos apresentados na literatura relatam a esterificacdo enzimatica em
sistema livre de solvente com diferentes acidos graxos e alcoois. A otimizacdo na
producdo de geranil propionato na condicdo de razdo molar 3:1 (geraniol:acido
propidnico) e 10% de enzima Novozym 435, alcancando uma conversdo média de
94,6% de produto (PAROUL, 2011).

Os estudos realizados efeitos nas condigOes reacionais para a producdo de
geranil butirato e geranil caproato em sistemas com n-hexano e lipase de Pseudomonas
sp. imobilizada (YEE et al., 1997). Conversdes de 96 e 99% foram alcancadas para
citronelilbutirato e geranil caproato, respectivamente, com concentracdo de enzima de
15% (m/m do substrato), temperatura reacional entre 30 °C e 50 °C, adi¢do 2% de agua

depois de 24 horas de incubacéo.
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Um estudo realizado resultou resultados satisfatorios para conversées em geranil
propionato quando catalisadas por EEB (32,2%) e EEBI (34,4%). Para a lipase
comercial de pancreas suino, maior conversdo foi obtida, quando utilizada ECL (35,9%)
na esterificacdo enzimatica de geraniol e acido propionico (FERRAZ, 2012).

A comparagdo dos resultados de esterificacdo entre os diferentes trabalhos
encontrados na literatura em muitos casos é feita utilizando-se a conversao em éster (%)
como parametro. Entretanto, devido as diferentes concentracdes de substratos utilizadas,
este parametro ndo espelha bem a eficiéncia da enzima. Em termos de sintese, com
baixas concentracfes de substrato, a enzima pode converter 100% do mesmo
rapidamente. Portanto, outro pardmetro, produtividade em éster, que leva em
consideracdo o tempo de conversdo por massa de biocatalisador, pode ser empregado
para propiciar melhor comparacgéo entre os resultados.

Diversos trabalhos de pesquisa estdo sendo realizados, visando a otimizagao e o
desenvolvimento de processos em escala industrial para a sintese de diversos ésteres de
valor comercial. Tais reacGes sdo de extrema importancia para o desenvolvimento de
novas rotas de processo, para obtencdo de produtos novos ou conhecidos a custos mais
competitivos ampliando, simultaneamente, o potencial de aplicacdo das enzimas em
processos. Como exemplo, processos de biotransformacéo para lipases em reagdes de
esterificacdo para obtencdo de produtos de interesse industrial do setor de Oleos e
gorduras e alimenticia em processos de producdo de margarinas, 6leos comestiveis,
queijos e manteigas com caracteristicas nutricionais e funcionais desejaveis
(MADALOZZO, 2011).

A sintese enzimatica de ésteres envolvendo lipases apresenta diversas vantagens,
pois pode garantir maiores rendimentos em reacfes com temperaturas proximas da
ambiente, dependendo da metodologia e da enzima aplicadas, o que proporciona
produtos de qualidade, com economia de energia e reduzida ocorréncia de subprodutos
(TIGGEMANN et al., 2012).



5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 CONCLUSOES

Atraveés dos resultados obtidos na avaliacdo das proporg¢es dos monémeros para
a elaboracdo do suporte do PU, a proporcdo de 25/75 % de poliol e isocianato foi
selecionada para a formacdo da espuma, pois apresenta uma estrutura polimérica
homogénea, visivelmente com boa maleabilidade e distribui¢do dos poros.

A avaliagdo da conformagdo do imobilizado, demonstrou que ao empregar a
enzima liofilizada somente a parte inferior da espuma apresentou atividade, indicando
gue a enzima nao apresentou uma distribuicdo uniforme no PU.

A enzima solubilizada em 4gua, alcool etilico e acetona, apresentaram quanto a
conformagdo das estruturas poliméricas diferengas significativas. A acetona como
solvente da enzima gerou uma estrutura polimérica rigida, compacta e bifasica, com
auséncia de atividade enzimatica nas distintas fases. Os demais solventes (4gua e alcool
etilico) conduziram a formagdo de espumas com estruturas poliméricas homogéneas,
com boa maleabilidade e distribui¢ao dos poros, contudo, somente o PU incorporado
com a enzima diluida em 4gua (EH) apresentou atividade enzimatica.

O processo de imobilizacdo proporcionou um aumento de 250 % da atividade da
enzima imobilizada em relacdo a livre. Estes resultados sugerem um efeito benéfico da
imobilizagéo sobre a atividade da enzima.

Os resultados demonstram que o processo de polimerizacdo manteve a atividade
da enzima, indicando que a proteina ndo foi desnaturada nem ocasionou alteracdes
indesejaveis de conformacdo, além de permitir a permeabilidade do substrato entre a
matriz do suporte e a saida do produto.

A estabilidade do imobilizado apresentou estabilidade de 95 % de atividade
residual durante 150 dias submetidos a seco em temperatura ambiente (ASA) e de
geladeira (ASG) (2-8 °C). Ja aos resultados a altas temperaturas (40 °C, 60 °C, e 80 °C)
resultou em 90% de atividade residual ap6s 45 dias, tanto para estocagem do
imobilizado a seco (AS_40 °C, AS_60 °C e AS_80 °C) como imerso ao meio reacional
(AMR_40 °C, AMR_60 °C, AMR 80 °C). Os resultados demonstraram que a
permanéncia em meio reacional juntamente com as altas temperaturas praticamente nao
afetaram a estabilidade do imobilizado no periodo avaliado. A capacidade de reciclos

reacionais foi de 35 ciclos quando o imobilizado foi mantido a seco (RLETA) entre as
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bateladas e/ou imerso no meio reacional (RMRA), em temperatura ambiente, e 30 ciclos
quando armazenadas a temperatura de geladeira (RMRG e RLETG). Ambas as formas
de manutencao entre os reciclos e bem como a 40 °C (RMR_40 °C e RLET_40 °C) com
0 mesmo comportamento

A aplicagdo do imobilizado nas reacfes de producdo de geranil propionato e
geranil oleato resultaram nas conversdes de 18,3 % e 31,3 % respectivamente e da
sintese de oleato de etila em 83,2 %, indicando assim uma promissora técnica para
estudos sobre a aplicacdo do imobilizado em PU em fluxo continuo para sintese de

ésteres.

5.2 SUGESTOES

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, algumas sugestdes para
trabalhos futuros podem ser apontadas:
% Auvaliar o comportamento da Candida antartica do tipo B (Novozymes) livre
em reacdes de sintese.

% Avaliar o efeito da ativacdo enzimatica em alta pressdo (CO,, GLP), sobre a
atividade catalitica da enzima.

% Auvaliar as diferente proporces de agua na diluicdo da enzima Candida o
efeito da ativacdo enzimaética em alta pressdo (CO,, GLP), sobre a atividade
catalitica da enzima.

¢+ Calcular a produtividade enzima da Candida antartica do tipo B (Novozymes)
em PU.

% Avaliar o efeito da ativacdo em ultrason sobre a atividade catalitica da enzima.

% Avaliar o ensaio em um sistema de fluxo continuo.

%+ Fazer uma reagdo em escala real.
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