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A imobilização e estabilização 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 específicos. As vantagens do 

uso de lipases imobilizadas em reações de síntese de ésteres são relatadas na literatura, 

considerando que esta viabiliza a elevação dos rendimentos sob suaves condições de 

operação, podendo dispensar etapas posteriores de purificação, assim o uso das lipase 

pode ser ampliado através do desenvolvimento de técnicas apropriadas de imobilização, 

que resultem em alta capacidade catalítica e rendimentos de produtos. Neste contexto, o 

presente trabalho tem como objetivo avaliar a imobilização da lipase de Candida 

antarctica B (CAL B) usando como suporte o poliuretano pelo método de 

confinamento. Os estudos foram realizados inicialmente em relação à concentração dos 

monômeros para elaboração do suporte bem como, da miscibilidade da enzima na 

mistura. A técnica de imobilização, bem como a estabilidade do imobilizado a 

diferentes temperaturas, e condições de manutenção foi avaliada pela atividade de 

síntese do ácido oléico e etanol. A capacidade de reciclos reacionais também foi 

verificada, assim como da aplicação da lipase imobilizada em reações de síntese de 

ésteres. Os resultados indicaram que a concentração dos monômeros de 75/25 % (poliol 
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e isocianato) foi à formulação que resultou em uma melhor formação da espuma, sendo 

este usado para imobilizar a enzima, a qual se apresentou estável (95 % da atividade 

inicial) após 150 dias de estocagem à temperatura ambiente e de geladeira, já à altas 

temperaturas (40 ºC, 60 ºC, 80 ºC) foi observado a manutenção de 90 % da atividade 

inicial no período de 45 dias, tanto para estocagem do imobilizado à seco como imerso 

ao meio reacional. Estes resultados evidenciam a eficiência da imobilização no aumento 

da estabilidade da CAL B, considerando que esta na forma livre submetida a altas 

temperaturas, foi totalmente inativada após 2 horas a 80 ºC, 12 horas a 60 ºC e 24 horas 

a 40 ºC ressaltando a sua fragilidade. A capacidade de reciclos reacionais foi de 35 

ciclos quando o imobilizado foi mantido à seco entre as bateladas e/ou imerso no meio 

reacional, em temperatura ambiente, e 30 ciclos quando armazenadas à temperatura de 

geladeira e 40 ºC em ambas as formas de manutenção entre os reciclos. A aplicação do 

imobilizado nas reações de produção de geranil propionato e geranil oleato resultou em 

conversões de 18,3 % e 31,2 % respectivamente e da síntese de oleato de etila em 83,2 

%. A pesquisa indicou uma técnica promissora de imobilização da lipase CAL B 

relacionando a simplicidade do processo, o baixo custo do suporte e a capacidade de 

aplicação do biocatalizador em reações de interesse na indústria de alimentos. 
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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 ºC, 60 ºC 

and 80 ºC) 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 ºC and 24 hours at 40 ºC 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 INTRODUÇÃO 

 

O aumento da preocupação com questões ambientais, qualidade do produto e 

redução de gastos em setores industriais, alavancou o interesse pelo uso de enzimas. A 

tecnologia enzimática é uma alternativa que visa substituir os processos químicos, uma 

vez que os biocatalisadores envolvem processos com menor impacto ambiental e são 

mais específicos, apresentando-se como uma ferramenta promissora para síntese de 

compostos de alto valor agregado (HASAN et al., 2006). 

As lipases constituem um grupo importante de biocatalisadores devido a 

características de obtenção, alta seletividade e por possibilitar uma tecnologia de grande 

importância biotecnológica, econômico e industrial de baixo impacto ao meio ambiente 

(OLIVEIRA et al., 2006). Ainda ressalta-se a capacidade das lipases em catalisar 

reações, tanto em meio aquoso como em meio orgânico, onde o teor de água é limitado, 

resultando em amplo potencial de aplicação, relacionado à sua estabilidade frente à 

temperatura, pH e solventes orgânicos 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 

obtenção de uma grande gama de produtos, entre eles os monoglicerídeos, ácidos 

graxos, agentes biotensoativos, compostos de aroma e sabor e lipídios estruturados ou 

modificado, entre outros (TREICHEL et al., 2010). Assim, o potencial de aplicações 

industriais dessas enzimas abrange além da indústria de alimentos a química fina, de 

detergentes, o tratamento de efluentes, indústria de couro, além da farmacêutica e da 

área médica. Com a finalidade de aproveitar o potencial catalítico das lipases e reunir as 

vantagens dessas proteínas sobre os catalisadores químicos, tem-se estudado formas de 

torná-las insolúveis ao meio reacional (KAPOOR et al., 2012). 

A imobilização apresenta-se como uma alternativa atraente, possibilitando 

produzir biocatalisadores mais estáveis e com boa especificidade ao substrato, 

eliminando assim, algumas restrições do uso das enzimas em processos industriais 

(ZANIN et al., 2004a). A escolha de um biocatalizador imobilizado está relacionada 

com a possibilidade de aplicação, atividade catalítica, viabilidade de operação contínua 

do processo, maior facilidade de controle e de separação do produto final, além do 

aumento de estabilidade ao meio reacional, pH e à temperatura, entre outros (MENDES 

et al., 2011). 



 

 
 

Tendo em vista às vantagens da utilização de enzimas imobilizadas e ao 

potencial de aplicação destas, como biocatalisadores em reações de interesse têm-se a 

consolidação da proposta deste trabalho. Neste contexto, a presente pesquisa teve como 

objetivo avaliar a imobilização da lipase de Candida antarctica do tipo B (Novozymes) 

em poliuretano (PU), verificando a concentração dos monômeros que resulte em um 

suporte apropriado, a solubilidade da enzima no estrutura do suporte, bem como a 

estabilidade da enzima imobilizada. Ainda verificar a possível aplicação do 

biocatalizador imobilizado em reações de síntese assim como na capacidade de reuso 

deste em reação de síntese do etil oleato. 

  

  



 

 
 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Neste capítulo será apresentada uma breve revisão sobre o estado da arte da 

imobilização de lipases, bem como sua aplicação em reações de interesse. Com base no 

exposto e levando em consideração os objetivos delineados para este trabalho, ênfase 

especial será dada à lipase comercial obtida de Candida antarctica tipo B e sobre os 

suportes e métodos usados para imobilização de enzimas. Resultados da literatura 

concernentes aos obtidos nesta pesquisa apresentarão especial destaque.  

 

2.1 ENZIMAS 

 

Desde os primórdios da civilização, o homem vem explorando de forma natural 

a utilização de enzimas para a produção de alimentos e bebidas. A evolução dos 

conhecimentos técnicos e científicos propiciou a utilização de enzimas em diversos 

ramos de atuação da atividade humana (WANDERLEY et al., 2011). Em 1833, Johan 

Kjeldahl desenvolveu o método analítico para determinação da proteína em alimentos o 

qual se tornou a base para o desenvolvimento da enzimologia quantitativa e 

biotecnologia geral. O conhecimento consolidado após o isolamento da pepsina do 

estômago (PARIZA et al., 2002; ALVARENGA, 2011).  

Em meados de 1876, William Kuhne propôs a utilização do termo enzima 

(PARIZA et al., 2002) e em1894, Emil Fisher propôs o modelo “chave e fechadura”. A 

partir de 1926 James Sumner postulou que toda enzima é uma proteína, proporcionando 

um grande avanço nos estudos que envolvem enzimas (MENDES et al., 2011). Essa 

premissa permaneceu controvertida durante algum tempo até o Prémio Nobel da 

Química em 1946 (NOBEL, 1946; SIRKO et al., 2008). 

Desta forma, os estudos relacionados a enzimas evoluíram gradativamente 

acompanhando a demanda do mercado e assim, foram sendo definidos importantes 

conceitos para a determinação da eficiência e/ou a respeito do comportamento das 

enzimas nos meios reacionais. Neste sentido, ressaltam-se as definições sobre a 

velocidade de reação, a qual é diretamente proporcional à concentração de enzimas 

presentes no meio. 

Quando a concentração da enzima é constante e ocorre um aumento na 

concentração dos substratos há elevações cada vez menores na velocidade da reação 

(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 reação catalisado por enzimas devem ser 

considerados, entre estes a concentração de enzima, a influência do pH (faixa de pH 

ótimo) e efeito da temperatura (estabilidade da proteína) (PATACAS, 2007). 

As enzimas apresentam várias propriedades que as tornam atrativas como 

catalisadores para biotransformações, sendo considerados catalisadores versáteis, 

existindo um processo enzimático equivalente para cada tipo de reação orgânica 

(CARVALHO et al., 2003). 

 As enzimas são biocatalisadores de natureza protéica ou glicoprotéica atuam em 

condições brandas de temperatura (30 a 70 ºC), pH e pressão, atingindo taxas de reação 

bastantes elevadas (podem elevar a taxa de uma reação de 108 a 1.012 vezes). Este 

comportamento pode resultar em uma redução dos custos do processo, já que sua 

elevada especificidade resulta em um maior rendimento do processo, obtenção de 

produtos biodegradáveis e redução na quantidade de resíduos (CASTRO et al., 2004). 

Com base nessas vantagens, houve um aumento significativo na produção e 

comercialização 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 bilhões de dólares. Este fato esta baseado no surgimento de novas aplicações 

utilizando enzimas no setor industrial, exigindo desta forma que a indústria responda 

com um fluxo contínuo de produtos inovadores (RESEARCH, 2011) 

Atualmente aproximadamente 200 tipos de enzimas provenientes de bactérias, 

fungos filamentosos e leveduras são comercializados (SHARMA et al. 2001; CASTRO 

et al., 2004; REIS et al., 2009). As mesmas são classificadas pela União Internacional 

de Bioquímica que estabeleceu a “Comissão de Nomenclatura e Classificação 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 eficiência, pois executam uma série de transformações de modo seletivo e rápido, 

sendo bastante ativa e versátil (PATEL et al., 2002). 
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Tabela 1. Classificação de enzimas segundo a União Internacional de Bioquímica e 

Biologia Molecular (IUBMB). 

Classe de 

Enzimas 

Algumas 

Subclasses 
Reações catalisadas pelas enzimas 

Oxidoredutase 

hidrogenase 

oxidase 

peroxidase 

Reação de oxidação–redução ou transferência de 

elétrons (íons hidretos ou átomos de hidrogênio) 

atuando em -CH-OH, -C=O, -C=O-, CH-NH-, 

NADH e NADPH. 

Transferase 
transaldolase

stranscetolase 

Reação de transferência de grupos funcionais entre 

moléculas. Grupos em 1C, aldeído ou cetona, acil, 

glicosil, fosfatos e enxofre. 

Hidrolase 

esterase 

lipase 

peptidase 

Reações de hidrolise (esteres, ligações glicosídicas, 

peptídicas, outras ligações C-N e anidridosácidos). 

Transferência de grupos funcionais para a água. 

Liase 

descarboxilas

ecetoacidolia

se 

Catalisam a quebra de ligações covalentes e a 

remoção de molécula de agua, amônia e gás 

carbônico (=C=C=, =C=O, =C=N-). 

Isomerase 

racemase 

epimerase 

mutase 

Transferência e grupos dentro da mesma molécula 

para formar isômeros. 

Ligase sintetase 

Catalisam reações de formação de novas moléculas a 

partir da ligação 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 evolução do mercado mundial de enzimas a partir do ano 

de 2008 em relação ao custo de utilização desta tecnologia, sendo efetuada uma 

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

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

detergentes (RESEARCH, 2011).  

 

Figura 1. Mercado mundial de enzimas com aplicações industriais no período de 2008-

2015. 

 
FONTE: RESEARCH, 2011. 
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Estes indicadores ressaltam a importância de pesquisas na área de tecnologias 

enzimáticas a serem empregadas em alimentos, buscando aumentar a acessibilidade a 

estas, devido às vantagens que podem ser desenvolvidas em biocatalisadores específicos 

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 acilgliceróis de cadeia longa, que atuam na 

interface orgânico-aquosa catalisando a hidrólise de ligações éster carboxílicas de 

triacilgliceróis a fim de liberar ácidos orgânicos e glicerol. A relação entre as 

velocidades da reação direta (hidrólise) e da reação inversa (esterificação) normalmente 

são controladas pelo conteúdo de água do meio reacional (CARVALHO et al., 2003; 

OLIVEIRA, 2004).  

Assim, dependendo do substrato da reação, esta também pode ser chamada de 

reação de esterificação, interesterificação, transesterificação, alcoólise e aminólise 

(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 reações catalisadas por lipases. 

Cabe ressaltar dentre os aspectos estruturais da lipase um em específico, a 

presença de uma tampa ou válvula, composta de uma ou duas sequências peptídicas em 

α hélice, que cobre o sítio ativo. Quando há ligação do substrato na superfície da 

enzima, esta tampa move- se, alterando a forma fechada da enzima para a forma aberta, 

com o centro ativo acessível ao substrato. Ao mesmo tempo em que o centro ativo fica 

acessível, uma larga superfície hidrofóbica é exposta, facilitando a ligação da lipase à 

interface (PAIVA et al., 2000; EMSLEY, 2001). 

A ação das lipases é, geralmente, descrita pelo mecanismo cinético ping-pong bi 

bi. Este mecanismo consiste de duas etapas principais: o ataque nucleofílico na ligação 

éster do substrato pelo átomo de oxigênio do grupo hidroxil do resíduo serina do sítio 

ativo após a abertura da tampa (resultando na formação de complexo enzimático acilado 

e o desprendimento de espécie álcool do substrato original) e a hidrólise do complexo 

enzimático acilado, resultando na regeneração da enzima (JAEGER et al., 1999; PAIVA 

et al., 2000; REIS et al., 2009). 
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Figura 2. Reações químicas catalisadas por lipases. 
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FONTE: PAQUES et al., 2006. 

 

Dependendo da fonte, as lipases isoladas ou purificadas possuem um número de 

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

como alta eficiência catalítica (podem elevar a velocidade de uma reação de 10
8 

a 10
12

 

vezes); massa molar variando entre 20 a 75 KDa; seletividade; atuação em condições 

brandas de temperatura (30 a 70 ºC) e em pressão atmosférica (CASTRO et al., 2004).  

São comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de fontes 

animais, vegetais e microbianas, porém os micro-organismos são a fonte preferida, uma 

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

versatilidade e maior simplicidade na manipulação ambiental e genética de sua 

capacidade produtiva (MARTINS et al., 2008).  

 



24 
 

 
 

Lipases de diferentes origens se encontram disponíveis atualmente no mercado 

e, desde 1979, já ocorre o emprego em larga escala de lipases como catalisadores de 

processos, entretanto, os avanços registrados na tecnologia do DNA têm permitido aos 

fabricantes de enzimas colocarem no mercado lipases microbianas com atividade bem 

elevada, a um custo bem mais acessível (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 bilhões por ano 

(SARROUH et al., 2012). Cerca de 90% da produção anual provém das maiores 

empresas produtoras de enzimas, como Novozymes, com sede na Dinamarca; Gist 

Brocades, na Holanda; Amano, no Japão; 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 extremófila, adaptada a 

temperaturas baixas, e considerando que inúmeros pesquisadores buscam o 

aperfeiçoamento da estabilidade térmica de sua lipase, esta característica pode resultar 

em uma vantagem no momento de sua aplicação 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 têm mostrado interesse na lipase de Candida antarctica, 

devido a suas propriedades, como a termoestabilidade e a estabilidade em pHs ácidos 

(UPPENBERG et al., 1994; MARÍA et al., 2005). A mesma apresenta uma 

característica peculiar em seu sítio catalítico, permitindo catalisar diferentes reações 

químicas, ampliando suas possibilidades de uso (FABER, 1997; KWON et al., 2007).  

A lipase CAL B é comercializada na forma solúvel, liofilizada ou imobilizada, por 

empresas como: Novo Nordisk, Novozimes, Boehringer Mannheim e Roche 

Diagnostics (FORESTI et al., 2005). 

 

2.2 APLICAÇÕES INDUSTRIAIS DAS LIPASES 

 

Os setores industriais que mais se utilizam de lipases para geração de bens de 

consumo são: o de formulação de detergentes (KIRK et al., 2002), indústria de 

laticínios, setores têxteis, síntese farmacêuticas e médicas na produção de biossensores 

em análises clínicas (WINKLER et al., 1994; JAEGER et al., 1999; LAYER et al., 

2001), HASAN et al., 2004; HASAN et al., 2006), degradação de óleos e gorduras 

(VULFSON, 1994;  MENDES et al., 2005),  produção de cosméticos (SVENDSEN et 

al., 2008), tratamento de efluentes (SHARMA et al., 2001; ABDELMAJEED et al., 

2012) e produção de biodiesel (MARTINS et al., 2008; WANDERLEY et al., 2011), 

kits para diagnósticos de alimentos (LEE et al., 2008; BÓDALO et al., 2009; 

MACHADO, 2011) entre outras. 

Para a escolha da enzima “ideal” é necessário uma cuidadosa investigação sobre 

os fatores que influenciam a sua aplicação e em quais processos industriais deve ser 

aplicadas. Esta definição repercute na necessidade de estudos quanto ao uso de lípases, 

principalmente em aplicações industriais de larga escala, em virtude de suas 

características peculiares, principlamente sua acessíbilidade, ou seja, de fácil produção, 

baixo custo de geração, não requerimento de cofatores, e aplicabilidade, ou seja, 

operação em condições brandas de temperatura e pH, minimização de problemas de 

isomerização, racemização e rearranjo e estabilidade à solventes orgânicos (CASTILHO 

et al., 2003). Exemplos de aplicações industriais de lipase em função do tipo de reação 

catalisada podem ser observados na Tabela 2. 
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Tabela 2. Aplicações industriais de lipases.  

Á
re

a
 

In
d

u
st

ri
a
l 

Aplicação Fonte  Referência 

A
li

m
en

ta
çã

o
 

hidrólise da gordura do leite;  

melhoria do sabor e 

cura de queijos; manufatura de 

produtos; 

lipólise da manteiga e creme. 

Aspergillus 

niger, 

A. oryzae 

Mucor 

miehei. 

PEREIRA, 2001; SAID et 

al., 2004; WANDERLEY 

et al., 2011; 

ABDELMAJEED, 2012. 

fabricação de pães; 

aumento no volume, textura; 

emulsificante, maciez e aumento 

vida de prateleira. 

várias 

fontes. 

 

CASTRO et al., 2004; 

GÓMEZ et al., 2004. 

produção do emulsificante 

ricinoleato de poliglicero como 

suplemento na alimentação de não-

ruminantes; tratamento de resíduos 

gordurosos de indústrias de ração 

animal 

várias 

fontes. 

JEGANATHAN, 2007; 

BÓDALO et al., 2009; 

forma de biossensores; ácidos 

graxos livres e triacilgliceróis em 

óleos e azeites. 

várias 

fontes. 
REJEB et al., 2007. 

desacetilação da quitosana 

(incorporação de antioxidantes em 

óleos); produção de 

oligossacarídeos. 

várias 

fontes. 

SENANAYAKE et al., 

2004;LEE et al., 2008. 

hidrólise enzimática parcial/ 

seletiva de óleos e gorduras; 

obtenção de ácidos graxos 

essenciais (ácido linoleico). 

várias 

fontes. 

MALCATA et al., 1990a; 

CARVALHO et al., 2003. 

produção de butil acetatopela 

reação de esterificação (butanol e 

ácido acético). 

Rhizopus 

oryzae. 
SALAH et al., 2007. 

P
a
p

el
 e

 

C
el

u
lo

se
 remoção dos componentes 

hidrofóbicos 

(triacilglicerídeos e ceras); 

fabricação do papel. 

várias 

fontes. 
JAEGER et al., 1998. 

Q
u

ím
ic

a
 

pré tratamento enzimático de 

efluentes (abatedouros; indústria de 

laticínios; frigoríficos). 

várias 

fontes. 

JAEGER et al., 1998; 

SHARMA et al., 2001; 

GULATI, 2005. 

catalisam a reação de hidrólise 

triacilgliceróis; remoção de óleos e 

gorduras  

várias 

fontes. 

 

MENDES et al., 2005. 

 

óleo de buriti (obtenção de β-

Caroteno) 

várias 

fontes. 
RIBEIRO, 2008. 

F
a
rm

a
cê

u
t

. 

agentes terapêuticos; 

hidrólise proteolítica; tratamento de 

insuficiência pancreática exócrina; 

várias 

fontes . 

LAYER et al., 2001; 

LAYER et al., 2003; 

SVENDSEN et al.,  2008. 
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distúrbios gastrintestinais e 

hiperuricosúria 

resistentes à hidrólise por proteases 

digestivas. 

produção de lactonas sintéticas; 

atividade citotóxica (células de 

melanoma e de tumor de cólon). 

várias 

fontes . 
LONGO et al., 2007. 

D
et

er
g
en

te
s 

hidrolisar gorduras;  

estabilidade a compostos das 

fórmulas dos detergentes (benzeno 

sulfonatos e protease); substituição 

de polissulfatos, 

biodegradabilidade e redução dos 

impactos ambientais. 

várias 

fontes . 

SHARMA et al., 2001; 

HASAN et al., 2006. 

S
ín

te
se

 d
e 

É
st

er
es

 d
e 

Á
ci

d
o
s 

G
ra

x
o
s 

síntese orgânicade ésteres de ácidos 

graxos, 

(propriedades surfactantes); 

triacilgliceróis; fosfolipídios; 

esteroides; aromatizantes; 

fragrâncias; emulsificantes; 

agentes antibacterianos (aditivos 

alimentares). 

. várias 

fontes . 

 

CARLI, 2006; 

MARÓSTICA, 2006; 

PAULA et al., 2008. 

 

esterificação e transesterificação 

(solventes orgânicos); produção 

flavorizantes (butil acetato); 

monoacilgliceróis (oleína de 

palma); emulsificantes 

(alimentos, farmacêutica e 

cosmético). 

várias 

fontes  

TINCOM, 2003; CASTRO 

et al., 2004; 

SALAH et al., 2007;  

H-KITTIKUN et al., 2008. 

B
io

d
ie

se
l melhor viscosidade e densidade 

específica;óleos vegetais 

modificados 

(transesterificação); alternativa de 

combustível (biodiesel). 

várias 

fontes 

 

TIANWEI et al, 2010; LI 

et al., 2007; 

TAMALAMPUDI et al., 

2008; MORENO-

PIRAJÀN et al., 2011. 

 

A escolha do uso de agentes ativadores ou inibidores dependem da aplicação e 

da relação custo/ benefício gerado, e representando um custo adicional ao processo. Os 

custos estão relacionados a múltiplos fatores como os processos de produção, se permite 

ou não a recuperação enzimática, e o estado de pureza em que está sendo vendida. 

Quanto mais purificada estiver à enzima, maior custo ela terá. No entanto, reações 

secundarias presentes em enzimas parcialmente purificadas, que comprometem o 

produto final, serão minimizadas (SAID et al., 2004). 

 

 

 

Cont. 
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A Importância Industrial de Ésteres de Ácidos Graxos 

 

Os ésteres são importantes compostos orgânicos com um número crescente de 

aplicações comerciais. Estes compostos são amplamente utilizados para a preparação de 

compostos aromáticos, cosméticos, detergentes, sabores e produtos farmacêuticos. 

 Os ésteres também podem ser utilizados como plastificantes e lubrificantes. O 

oleato de etila é utilizado, por exemplo, como aditivo biológico, plastificante e fluido 

hidráulico. Os ésteres obtidos a partir de fontes naturais não encontram-se disponíveis 

em grandes quantidades, e são normalmente demasiado caro para serem utilizados em 

aplicações comerciais (MARTÍNEZ et al., 2004). 

Portanto, muitos dos ésteres disponíveis são produzidos por sínteses enzimáticas. 

A produção biotecnológica de ésteres utilizando lipases tem recebido especial atenção 

devido às condições de reações brandas (temperatura, pH e pressão) envolvidas, o 

elevado grau de pureza dos produtos alcançados, bem como a aceitação destes produtos 

na indústria de alimentos (ALVAREZ-MACARIE et al., 2000; MARTÍNEZ et al.,  

2004; ADACHI et al., 2005). 

Os ésteres podem ser obtidos através de diferentes metodologias: 

 reação entre álcoois e ácidos carboxílicos (esterificação) com a eliminação de 

água;  

 reações de interesterificação, onde ocorrem trocas de grupos acilas entre ésteres 

e ácidos carboxílicos (acidólise), entre ésteres e álcoois (alcoólise) ou gliceróis 

(glicerólise) e entre ésteres (transesterificação);  

 através de fontes naturais por destilação e extração com solventes adequados ou 

por processos químicos e, mais recentemente, por biocatálise.  

Os processos enzimáticos apresentam inúmeras vantagens em relação aos 

processos químicos industriais. Por isso, a síntese enzimática do oleato de etila e de 

outros ésteres do ácido oleico em solventes orgânicos têm sido estudada utilizando-se 

lipases de pâncreas de porco e de várias 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; MARÍA et al. 2005; BUCALÁ et al., 2006). 

Os produtos resultantes de ácidos e álcoois de cadeia curta (2-8 átomos de 

carbono) são importantes componentes de aromas e flavorizantes utilizados nas 
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indústrias de alimentos, bebidas, cosméticos e medicamentos. Já os produtos de 

esterificação de ácidos carboxílicos de cadeia longa (12-20 átomos de carbono) com 

álcoois de cadeia longa são utilizados como lubrificantes e plastificantes em máquinas 

de alta precisão.  

Os ésteres resultantes das reações entre ácidos de cadeia longa com álcoois de 

cadeia curta (2-8 átomos de carbono) são utilizados nas indústrias como aditivos em 

alimentos, detergentes, cosméticos e em medicamentos (HAZARIKA et al., 2002; 

MARÍA et al., 2005; BUCALÁ et al., 2006;). Os ésteres de sacarose, por exemplo, são 

conhecidos como bons emulsificantes para a indústria alimentar, farmacêutica e 

cosmética; o palmitato de isopropila é usado em preparações medicinais para 

cosméticos, nas quais é necessária uma boa absorção do produto através da pele. Os 

ésteres de ácidos graxos de cadeia longa, como os oleatos, palmitatos e linolenatos são 

os principais constituintes do biodiesel (HAZARIKA et al., 2002). 

 

2.2.1 Aplicação da Lipase de Candida antarctica tipo B 

 

A lipase CAL B está comercialmente disponível em várias formulações para 

aplicações em reações tanto em solventes orgânicos quanto em meio aquoso. As 

aplicações em processos industriais citadas na literatura são apresentadas na Tabela 3. 

Estas formulações são bastante ativas mesmo em baixa atividade de água e 

podem tolerar solventes relativamente polares como a acetonitrila (ROTTICCI, 2000). 

Muito tem sido publicado sobre o uso de lípases, como a CAL B, para catalisar 

biotransformações, muitas dessas reações são realizadas em meios não aquosos 

(VENTURA et al., 2011). 

 

Tabela 3. Aplicações industriais de lipases Candida antarctica.  

Área Industrial Aplicação Referencia 

Indústrias de 

cosméticos e 

fármacos 

síntese de compostos 

ativos; de oleato de cetila; 

de butirato de butil em 

meios orgânicos. 

SVENDSEN et al., 2008; LONGO et 

al., 2007; ARROYO et al., 2000; 

LOZANO et al., 2002. 

Indústria 

alimentos 

síntese de ésteres de 

aromas; de lactato de 

butila; vitaminas; de 

açúcares (glicidol). 

VILLENEUVE et al., 2007; ZHANG 

et al., 2007; MELLOU et al., 2006; 

KATSOURA et al., 2006; LUE et al., 

2008. 

Indústria de 

biodiesel 

óleos vegetais 

modificados 

(transesterificação)  

SHIMADA et al., 2007; 

SAMUKAWA et al., 2000. 
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2.3 IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS 

 

Imobilização é um termo genérico empregado para descrever a retenção de uma 

biomolécula em um suporte (CARDOSO et al., 2009). Mais especificamente, a 

imobilização enzimática mantém o biocatalisador fisicamente confinado ou localizado 

em uma região do suporte, mantendo sua atividade catalítica e possibilitando sua 

utilização repetida e continuamente (CHIBATA et al., 1978; GROSOVÁ 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 Bioquímicas Parametros Cinéticos 

Enzima 

Massa molecular, grupos 

funcionais da superficie proteica, 

(funções de inativação ou proteção 

das impurezas). 

Atividade especifica de pH e 

temperatura, parametros cineticos de 

ativaçao e inibição, estabilidade 

térmica, pH e solventes, contaminantes 

e impurezas. 

Suporte 

Caracteristicas 

Químicas 

Caracteristicas 

Mecanincas 

Caracterisiticas 

Morfologicas 

Composiçao e base 

quimica, grupos 

funcionais, estabilidade 

quimica da superficie do 

suporte, tais como: os 

micro-efeitos (pH, carga 

da superficie, natureza 

hidrofóbica hidrofólica, 

efeito redutor e presença 

de ions metalicos). 

Diametro do poro, 

coportamento de 

copreensão, tamanho de 

particula; area superficial, 

volume assecivel da matriz, 

resistencia a em operações 

em altas vazões para 

reatores de leito fixo, 

reatores e sedimentaçao 

para leitos fluidizados. 

Suportes nao – 

porosos (baixa 

area superficial), 

porosos (grande 

area superficial), 

estrutura de gel. 

Metodo de 

Imobilizaçao 

Efeitos de 

transferencia 

de massa 

Estabilidade Desempenho 

Fixaçao de 

proteina, 

eficiencia da 

enzima ativa, 

paramentros 

cienticos 

intrínsecos 

Partição 

(diferentes 

concentrações 

de soluto no 

catalizador), 

difusao intenrna 

(poros) externo. 

Operacional 

(expressa em 

tempo de meia 

vida), estabilidade 

de estocagem. 

Produtividade 

(produto formado 

por unidade de 

atividade ou 

massa de enzima 

(e.g. unidade). 

FONTE: TISCHER et al., 1999b. 

 

Embora as enzimas apresentem muitas vantagens em relação aos catalisadores 

inorgânicos, sua utilização em processos industriais tem sido limitada. Isto se deve, 
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principalmente, à baixa estabilidade operacional, ao elevado custo de obtenção e à 

dificuldade de separação do produto final, impedindo assim o seu uso em processos 

contínuos. Com a finalidade de aproveitar essas vantagens da catálise enzimática e 

superar as deficiências deste processo, têm-se estudado métodos para tornar enzimas 

insolúveis ao meio reacional, resultando nas técnicas de imobilização enzimática 

(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 início no século XX, quando da 

observação de que carvão ativo, ao qual havia sido adicionada solução com atividade 

invertásica. Mesmo após lavagens sucessivas o carvão mantinha a capacidade de 

hidrolisar sacarose (CASTRO et al., 2008). A partir de então, passou-se a investigar 

como aperfeiçoar as condições de imobilização, a fim de poder utilizar esta técnica em 

diferentes aplicações. 

As transformações moleculares que podem ocorrer nas enzimas e suportes 

durante o processo de imobilização, devendo ser considerado a possibilidade de 

alterações nas propriedades químicas e físicas das enzimas, principalmente após a 

imobilização (KENNEDY et al., 1987; SHELDON, 2007).  

 

2.3.1 Vantagens das e Desvantagens das Técnicas de Imobilização 

 

Do ponto de vista comercial, as principais vantagens e desvantagens na 

utilização de enzimas imobilizadas são 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 utilização de enzimas imobilizadas. 

Vantagens Desvantagens 

Facilidade de separação dos produtos Conformacionais 

Quando elevado grau de pureza é 

determinado no processo, recomenda-se o 

uso de enzimas imobilizadas por possuir 

técnicas unitárias de separação simples. 

Modificação e alteração na estrutura 

terciária do sítio ativo. 

Facilidade de recuperação do 

biocatalisador 
Esterioquímicos 

Utilização de biocatalisadores imobilizados 

facilita as etapas de purificação 

(downstrean), as técnicas empregadas 

Onde uma parte da molécula da enzima é 

imobilizada em posição tal que o sítio 

ativo é relativamente inacessível; 
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passam a serem unitárias simples (filtração 

ou centrifugação), a realização de 

procedimentos de inativação enzimática 

(desnaturação térmica ou por pH), alterando 

o produto final resultando em economia nos 

processos industriais. 

Processo operado continuamente Partição 

Além de reduzir o volume reacional, a 

enzima pode ser utilizada em maior 

concentração e facilitar o controle do 

processo na utilização de biocatalisadores 

imobilizados. 

Podem surgir interações eletrostáticas e 

hidrofóbicas entre a matriz e moléculas 

de baixa massa molecular presente na 

solução, leva a uma modificação 

microambiente. 

Manutenção de micro-ambiente com elevada atividade de água. 

 

A imobilização permite a manutenção de 

uma camada de solvatação no micro-

ambiente em torno da enzima capaz de 

manter uma dinâmica molecular mínima, 

essencial à atividade enzimática em 

ambientes orgânicos. 

A enzima ligada ao suporte sofre 

limitações de difusão e transferência de 

massa, onde o substrato se difundiu a 

solução e acessa o centro catalítico da 

enzima imobilizada, quando a difusão é 

menor, ocorre a queda na concentração 

de produtos.  

Estabilização da enzima. Transferência de massa 

A imobilização da enzima em diferentes 

suportes pode aumentar a rigidez da 

estrutura molecular minimizando a 

desnaturação por temperatura, pH ou 

solvente. 

Surge a partir da resistência de difusão 

de solução de substrato para os sítios 

catalíticos e difusão de produtos. 

Propriedades enzimáticas podem ser alteradas favoravelmente 

A interação entre a enzima e o suporte pode 

ocasionar mudanças conformacionais na 

enzima provocando alterações desejadas nas 

propriedades catalíticas, como por exemplo, 

o aumento da atividade e estéreo 

especificidade da enzima. 

Em relação aos difusionais, são 

basicamente dois tipos de resistências, as 

externas que surgem devido ao fato de 

que o substrato deve ser transportado da 

solução até a superfície de catálise, 

atravessando as camadas líquidas e as 

internas que surgem devido à 

movimentação do substrato, o no interior 

do meio catalítico ocorrendo difusão 

simultaneamente com a reação 

Custos com manejo de materiais são minimizados 

O aumento da estabilidade da enzima 

imobilizada facilita a sua estocagem e 

diminui as exigências para sua manipulação. 

A difusão é influenciada pela sua 

natureza física e/ou química do suporte, 

podendo acarretar uma distribuição 

desigual do substrato, produto e do 

sistema imobilizado, do restante da 

solução. A partição, por exemplo, é o 

comportamento cinético de uma enzima 

presa a um suporte carregado, estando 

suscetível a concentração de espécies 

químicas (substrato, íons, produto, etc) 

nas proximidades da enzima, sendo 

Outras vantagens têm sido descritas nos 

estudos envolvendo imobilização, como o 

aumento da atividade da proteína, controle e 

manipulação da seletividade, desenvolvendo 

a aplicação de derivados imobilizados em 

processos industriais. 

Cont. 
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diferente do resto da solução 
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; GÓMEZ, 2005; VITOLO, 2005; BRÍGIDA, 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 imobilização 

 

Inúmeros métodos de imobilização têm sido descritos na literatura e 

investigados para contornar os possíveis problemas de instabilidade das enzimas e 

otimizar suas aplicações (MENDES et al., 2013). Além disso, diferentes técnicas de 

imobilização têm sido desenvolvidas para fornecer estabilidade às enzimas, facilitar a 

sua recuperação e reutilização (GARCÍA-ARRAZOLA, et al., 2005; SÉVERAC, 2011; 

AL-ZUHAIR, 2013).  

A seleção do método de imobilização deve ser baseada em parâmetros como 

atividade global do imobilizado, características de regeneração e desativação, custo do 

procedimento de imobilização, toxicidade dos reagentes de imobilização 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; 

SÁNCHEZ-ADSUAR et al., 2011; MENDES et al., 2013).  

Diferentes técnicas de imobilização de enzimas podem ser empregadas. Os 

principais métodos são apresentados na Figura 4. 

  

Cont. 
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Figura 4.Classificação dos métodos de imobilização usadas para enzimas.  

 
FONTE: KOURKOUTAS et al., 2004; PINHEIRO et al., 2011; SÁNCHEZ-ADSUAR et al., 

2011; MENDES et al., 2013.  

 

 

2.3.2.1 Imobilização por Confinamento 

 

O método de imobilização no interior de um suporte consiste na formação de 

uma matriz porosa na presença da enzima, envolvendo-a em uma estrutura 

tridimensional, e/ou a retenção do biocatalisador por uma membrana porosa. Em ambos 

os casos, a enzima tem sua mobilidade mantida, pois não são envolvidas ligações físicas 

ou químicas 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 área superficial de 

contato entre o substrato e a enzima no interior do suporte. No entanto existem algumas 

desvantagens que devem ser levadas em consideração, como a possível inativação da 



35 
 

 
 

enzima durante o processo de imobilização, possíveis efeitos de inibição por produtos 

no interior da matriz e a alta concentração de enzima necessária (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 características em cada um dos 

suportes específicos (MARIOTTI, 2000; DALLA-VECCHIA et al., 2004; Mendes et 

al., 2011). 

 Encapsulação em fibras: ocorre quando a enzima é envolvida nas 

microcavidades de fibras sintéticas. As vantagens desse método é que as fibras são 

resistentes a ácidos fracos, a alta força iônica e a alguns solventes orgânicos. 

 Encapsulação em gel (matriz): este método envolve a retenção da enzima no 

interior de uma matriz polimérica insolúvel no meio da reação. Este método é baseado 

na mistura da enzima com um fluido precursor do gel e subsequente gelificação por 

polimerização ou precipitação, ficando assim a enzima uniformemente distribuída no 

interior da matriz. 

 Microencapsulação (cápsula): consiste em aprisionar a enzima em membranas 

poliméricas semipermeáveis, com grande superfície de contato. É um sistema limitado 

para substrato com baixa massa molecular, pois este precisa atravessar a membrana para 

ter acesso à enzima. Há grande vantagem é que a enzima não interage quimicamente 

com o polímero, evitando assim, a sua desnaturação. Contudo, há a possibilidade de 

haver incorporação da enzima na parede da membrana. 

 

2.3.2.2 Imobilização por Ligação  

 

O método de imobilização através da ligação da enzima pode ser dividido em 

adsorção física e ligação covalente (CAO, 2005a; CAO, 2005b; MATEO et al., 2007; 

CASTRO et al., 2008; GARCIA-GALAN et al., 2011; MACHADO, 2011; DRAUZ, 

2012; MAGNER, 2013).  

 Adsorção física: o método de adsorção física é o procedimento mais fácil para se 

preparar um sistema imobilizado. A enzima fica retida na superfície do suporte 

insolúvel, que se encontra em meio aquoso, por meio interações de Van der Waals e 

interações específicas, promovendo pouca perturbação sobre a estrutura nativa da 

enzima. A adsorção da enzima é dependente do pH, da natureza do solvente, da força 
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iônica, da concentração de enzimas e da temperatura, podendo apresentar em alguns 

casos a dessorção. 

 Ligação covalente: é a mais difundida e estudada, pois há a formação de uma 

ligação dita ‘forte’ (estável) entre os grupos funcionais presentes na superfície da 

enzima e do suporte, não permitindo que a molécula de enzima se desprenda do suporte 

em presença do substrato, não ocorre dessorção. Sua principal desvantagem é que a 

enzima perdendo atividade impede o reuso do suporte. 

 Ligação cruzada: é um método livre de suporte e as enzimas estão ligadas umas 

às outras ou a proteínas inativas (gelatina, albumina), formando uma estrutura 

tridimensional complexa, resultando em uma enzima quase pura, ou seja, um 

aglomerado de células ou proteínas (enzimas) que se juntam para a formação de 

unidades maiores sem adição de qualquer agente externo. 

 

2.4 SUPORTES PARA IMOBILIZAÇÃO 

 

 Apesar do grande número de trabalhos publicados na área de imobilização 

enzimática, poucos processos são aplicados em escala industrial. Tal fato deve-se ao 

elevado custo dos suportes e reagentes utilizados no processo de imobilização, baixa 

eficiência de retenção catalítica da maioria dos processos, baixa estabilidade 

operacional de muitas enzimas imobilizadas e pouca versatilidade em equipamentos de 

operação contínua (ZANIN et al., 2004b). 

Assim, para que o emprego de enzimas imobilizadas torne-se um processo 

economicamente viável, deve-se considerar o tipo de suporte empregado, entre eles 

destacam-se os suportes como dextrana, quitina e quitosana, fosfato de zircônio, óxido 

de nióbio, alumina, carvão ativado, matrizes poliméricas como amberlite, poli-óxido 

etileno (PEO), poli (ácido carboxílico) poliacrilonitrila, resinas constituídas de estireno, 

divinilbenzeno e materiais silícios (KENNEDY, 1987; ZANIN, 1989; GONÇALVES, 

1996; VILLENEUVE et al., 2000; DASH et al., 2011; MACHADO, 2011). 

A seleção do suporte depende da natureza própria da enzima e de algumas 

características do material do suporte, tais como: área superficial, composição química, 

estabilidade térmica, insolubilidade, resistência mecânica, porosidade, além de impor a 

menor quantidade de limitações para a ocorrência da reação (MATEO et al., 2007).  
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2.4.1 Poliuretanos (PU) 

 

 A criação dos poliuretanos é atribuída ao químico industrial alemão Otto Bayer 

(1902–1982), que descobriu a reação de poliadição de isocianatos e polióis. O produto 

foi inicialmente desenvolvido como um substituto da borracha, no início da Segunda 

Guerra Mundial (www.americanindustry.com).  

Um poliuretano (PU) pode ser definido como um polímero resultante da reação 

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 aromáticos, alifáticos, ciclo-alifáticos ou policíclicos. 

Podem ser representados pela formula geral R (- N= C = O)n , onde o radical aromático 

R é o principal e n é a funcionalidade, que normalmente é igual a dois (diisocianato) ou 

superior (poliisocianato) (KLOSS, 2007). Já os polióis, com compostos de hidroxilas 

terminais na molécula, podendo ser entre 2 (diois) e 3 (triois). Podem ainda ser 

poliéteres ou possuir estrutura hidrocarbônica (AGNELLI, 1983; WOODS, 1995; 

ZAWADZKI, 1996; VILMAR, 2013). 

A natureza química, 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 físicas, 

químicas e morfológicas, de acordo com necessidades específicas de uma determinada 

aplicação, fazendo com que os PU ocupem posição importante no mercado mundial de 

polímeros sintéticos de alto desempenho (WOOLEY, 1994; STEVENS, 1999; 

CANEVAROLO et al., 2002; PRABAHARAN, 2006; AKCELRUD, 2007; CANAUD, 

2007; KLOSS, 2007; SANTOS, 2011; ALBIQUIM, 2013). 

Os poliuretanos (PUs) são obtidos a partir de uma reação química quase 

instantânea de poliadição de um poliisocianato (di ou polifuncional) com um poliol 

(Figura 5), podendo ainda ocorrer a adição de outros reagentes (com dois ou mais 

grupos de hidrogênio reativos) como: agentes de cura ou extensores de cadeia, contendo 

dois ou mais grupos reativos; catalisadores; agentes de expansão; 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, reaçao geral de obstenção. 

 
FONTE: KLOSS, 2007. 
 

Polimerização 

  

A formação da espuma de PU ocorre em duas fases, à primeira fase é de 

dispersão dos reagentes onde o primeiro passo no processo de espumação consiste em 

compatibilizar vários ingredientes, alguns dos quais imiscíveis. Em seguida ocorre a 

segunda fase, a de nucleação, onde as bolhas de ar são introduzidas durante a etapa de 

mistura dos reagentes (CANAUD, 2007; VILMAR, 2013). A Figura 6 apresenta o 

esquema representativo das tapas para formação da espuma. 

 

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

 
a) ar;  

b) fase poliol;  

c) fase isocianato;  

d) mistura e nucleação;  

 

e) difusão do gás 

carbônico para as 

células; 

 

f) crescimento das 

células esféricas;  

g) crescimento das 

células tetraédricas. 

FONTE: VILMAR, 2013. 

 

Na ausência de qualquer surfactante o volume de ar introduzido é muito 

pequeno. As bolhas são poucas e grandes e ocorre coalescência sem a influência 

estabilizante do surfactante. A tensão superficial do surfactante aumenta o volume de 

núcleos de ar misturado aos reagentes e diminui a tendência do gás difundir das bolhas 

menores para as maiores. Isto resulta em espuma com células maiores e mais uniformes 
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(ZAREVÚCKA, 1996). Após, com o crescimento das bolhas, vários mecanismos 

conduzem ao crescimento de célula (VILMAR, 2013):  

 difusão do gás recém-formado para as bolhas existentes;  

 reação entre água e isocianato produz gás carbônico;  

 simultaneamente, o calor de reação vaporiza o agente de expansão auxiliar. A 

solução se torna supersaturada com gás, o gás dissolvido começa a sair da solução;  

 expansão do gás nas bolhas devido a calor de reação;  

 difusão do gás de bolhas menores para as bolhas maiores. 

Na Figura 6 pode ser visualizado o esquema que representa a nucleação e o 

crescimento da espuma de PU (VILMAR, 2013). A Figura 7 apresenta a estrutura 

celular da PU, sem e com adição de água para a formação da espuma. 

 

Figura 7. Morfologia das espumas flexíveis convencionais de PU preparadas com 

adição água. 

 

A) fotografia da estrutura com células 

abertas; 

B)representação esquemática da estrutura 

celular; 

 

 

c) espuma feita com alto teor de água; 

d) espuma feita com baixo teor de água; 

e) esfera de poliuréia; 

f) fase contínua; 

g) domínios rígidos.

FONTE: VILMAR, 2013. 

 

A estabilização ocorre com a coalescência das células, que ocorre quando a 

camada líquida que separa das bolhas, ocorrendo rompimento, devido à instabilidade. 

Depois de formadas as células na espuma em crescimento devem ser estabilizadas até 

que as estruturas atinjam resistência suficiente através da polimerização. 
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2.4.1.1 Aplicação de Poliuretano como Suporte para Imobilização  

 

O Poliuretano (PU) é um polímero que compreende uma cadeia de unidades 

orgânicas unidas por ligações uretânicas. São amplamente usados em espumas rígidas, 

flexíveis, elastômeros duráveis, adesivos de alto desempenho, selantes, fibras, vedações, 

gaxetas, preservativos, carpetes, peças de plástico rígido e tintas (CATAL, 2010; 

VILMAR, 2013).  

O sucesso de biomateriais a partir de polímeros é a relativa facilidade/baixo 

custo em que eles podem ser sintetizados com ampla faixa de propriedades como: alta 

resistência mecânica, baixo atrito, dureza, elasticidade. A grande variedade de reações 

envolvidas na ciência dos polímeros torna altamente desejável descobrir e desenvolver 

novas estratégias de síntese e gerar novos biomateriais poliméricos a partir dessas 

estratégias, buscando assim novas formas de aplicações destas estruturas (VILMAR, 

2013). A Figura 8 apresenta um sistema de imobilização genérico de enzima, retida nos 

poros do suporte de PU (CARDOSO, 2009). 

 

Figura 8. Sistema de imobilização de enzima por confinamento (inclusão na matriz). 

 

FONTE: CARDOSO 2009. 

 

Os poliuretanos também têm sido investigados para utilização como suportes 

enzimáticos, principalmente em reações em meio orgânico, onde a enzima fica retida na 

estrutura porosa da matriz (KENNEDY et al. 1987). 
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O uso de catalisador enzimático em fluido supercrítico  empregam meios 

orgânicos, na tentativa de avaliar seus efeitos na polimerização, buscando o 

desenvolvimento de um novo processo tecnológico com viabilidade técnica e 

econômica (SANTOS, 2011). 

A aplicação de poliuretano foi também investigada para utilização em 

imobilização de P. chrysosporium em biorreatores para oxidação de hidrocarbonetos 

poliaromáticos, em processos de descoloração de corantes, como o poly r-478 e na 

degradação de organoclorados (COUTO et al., 2000; SHIM et al., 2002). A capacidade 

de remoção de sulfatos de águas residuais por meio de bactérias sulfato-redutoras 

imobilizadas em espuma de poliuretano, carvão vegetal, polietileno de baixa densidade 

e cerâmicas baseadas em alumínio, foram avaliadas. Os resultados indicaram o 

favorecimento das condições anaeróbias necessárias ao desenvolvimento desses 

microrganismos, bem como o aumento da resistência desses resíduos contendo altas 

concentrações de sulfato (SILVA et al., 2006). 

A caracterização das as células de micro-organismos em partículas de espuma de 

poliuretano está diretamente relacionada a de retenção da biomassa dentro da matriz: 

sendo aderida ao suporte, micro grânulos e mecanicamente retidos nos poros da espuma, 

bem como células dispersas aderidas a partículas, permitindo a otimização dos fluxos de 

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

 

2.5 IMOBILIZAÇÃO DE LIPASES 

 

Em reações enzimáticas, o uso de lipases puras (sistema homogêneio) pode 

tornar o processo muito dispendioso e, seu descarte após o uso, economicamente 

inviável (SILVA et al., 2009a). O aumento do número de possibilidades de aplicações 

de lipases em reações de sínteses e biotransformações demandam um biocatalisador 

imobilizado eficiente, possibilitando seu reuso, como também, melhora na estabilidade 

e a atividade da enzima (BALCÃO, 1996; ANDERSON, 1998; SHARMA et al., 2001). 

O uso de suportes hidrofóbicos (finil-agarose e octilagarose) e quitosana para a 

imobilização de lipases de Acremonium sp, para a produção de biodiesel tem se 

mostrado vantajoso (BOSCOLO, 2012). Em outro estudo utilizando também suporte 

hidrofílico Accurel EP 100 (polipropileno) foram investigados na imobilização de lipase 

de Burkholderia cepacia LTEB11 para a obtenção de compostos quirais (BARON, 

2008).  
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Os poliuretanos vêm sendo investigados como suportes enzimáticos de reações 

em meio orgânico, devido a sua resistência a solventes orgânicos (KENNEDY et al., 

1987). A aplicação de lipase de Candida rugosa imobilizada em espumas de poliuretano 

na glicerólise do óleo de bagaço de azeitona, refinado em nhexano, para a produção de 

glicerídeos parciais: monoacilglicerois (MAG) e diacilglicerois (DAG). CORREIA, 

2011). Na Tabela 6 estão apresentados alguns suportes empregados para a lipase CAL 

B, bem como suas aplicações na indústria. 

 

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

Suporte 

Tipo de Imobilização 
Finalidade Referencia 

carvão ativado granular/ 

tecido de carbono 
síntese de biodiesel NARANJO et al., 2010. 

hidrogel-glutaraldeido 

epicloridrina 
hidrolise de ésteres 

RODRIGUES et al., 

2008. 

resina acrílica/solvente 
síntese de biodiesel - óleo 

de palma e etanol 
INOUE et al., 2011. 

celite/solução – gel biodiesel MEUNIER et al., 2010. 

sílica a erogel biodiesel 
NASSREDDINE et al., 

2008. 

poli (propileno) 
esterificação do acido oleico 

com octanol 
BOSLEY et al., 1997. 

tecido de carbono/pré-

tratamento com etanol 
biodiesel NARANJO et al., 2010. 

k-carrageenan biodiesel 
JAGANNATHAN et 

al., 2010. 

quitosana-alginato e em 

agarose/glutaraldeido 

sintese de ésteres de 

vitamina A 
SILVA, 2007. 

quitosana/glutaraldeido 
biodiesel - do óleo de 

mamona 
JÚNIOR, 2008. 

fibra de coco verde butirato de metila PINHEIRO et al., 2011. 

nylon – 6/glutaraldeido 
biodiesel - do óleo da 

mamona 

PAHUJANI et al., 

2007. 

películas de 

quitosano/gelatina-hidrogel 

esterificação acido oleico e 

butanol 
RAMGEL et al., 2011. 

carvão ativado/butirato de 

metila 
biodiesel CAVALCANTE, 2011. 

 

 

A lipase Aspergillus niger imobilizada em espuma de poliuretano tambném foi 

avaliada em reações de biotransformação em monômeros/aligômeto cíclico, na presença 

de solvente orgânico. (KLOSS, 2007; LINGAPPA, 2011; SILVA et al., 2012b). A 

lipase Cândida rugosa imobilizada em espumas de poliuretano hidrófilas 
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("'HYPOL'FHP2002"e "'HYPOL'FHP5000") também foi avaliada para a síntese de 

butirato de etila, um éster de sabor frutado, em n-hexano (PIRES – CABRAL et al., 

2007). Considerando a lipase CAL B são relatados diferentes tipos de imobilização, 

suportes e aplicações desta enzima imobilizada. 

Cabe ressaltar ainda, dentre as aplicações industriais importantes de CAL B, 

tanto na forma livre quanto imobilizada, a síntese de triglicerídeos e esterificação de 

álcoois terpênicos; esterificação de açúcares, nucleosídeos e esteróides; resolução de 

álcoois secundários via hidrólise ou esterificação em solventes orgânicos; síntese de 

anti-inflamatórios, bem como na síntese de ésteres constituintes de flavorizantes e 

fragrâncias (LARIOS et al., 2004), na acilação de flavonóides (PASSICOS et al., 2004).  

Como suporte alternativo destaca-se a fibra da casca de coco verde, a qual foi 

investigada, na imobilização da lipase CAL B, aplicada na reação de transesterificação 

de óleo de macaúba (BRÍGIDA, 2006). 

 

2.6 ESTABILIDADE DAS LIPASES 

 

O custo da imobilização deve ser compensado pelo acréscimo da viabilidade 

catalítica da enzima e da manutenção das propriedades físicas do suporte (resistência 

mecânica e ao ataque por reagentes químicos) (CASTRO, 2008). De acordo com a 

literatura as propriedades cinéticas e de estabilidade das enzimas podem variar 

significativamente em função da sua origem, isoformas e das condições de reação, como 

tempo de incubação, pH e temperatura, além, do substrato utilizado (PASTORE, 2010; 

ORLANDELLI, 2012; CABRAL et al., 2013). 

Segundo a literatura, as enzimas na sua forma solúvel são moléculas de certa 

flexibilidade, muito delicada e frágil. Para que uma enzima tenha potencial para 

aplicação industrial um requisito importante é a estabilidade, buscando reduzir a 

quantidade do biocatalizador requerido. A estabilidade em solventes orgânicos, 

principalmente para reações de síntese, e o aumento do potencial de reutilização das 

moléculas protéicas são primordiais neste contexto (MARTINI, 2007; JÚNIOR, 2008; 

INOUE, 2011). 

A lipase CAL B imobilizada em quitosana-alginato ativado com glutaraldeído 

(2%) apresentou uma melhora na estabilidade térmica a 60ºC, sendo aproximadamente 

29 vezes mais estável que a enzima livre. Além disso, apresentou-se duas vezes mais 

estável do que a enzima comercial Novozyme 435 (SILVA, 2007). 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Neste capítulo serão descritos os procedimentos laboratoriais realizados no 

laboratório de Biotecnologia de Alimentos do Departamento de Ciências Agrárias da 

Universidade Regionais Integrada do Alto Uruguai e das Missões - URI - Erechim, 

durante a fase experimental realizada no âmbito deste trabalho relacionado ao estudo da 

imobilização em suporte de poliuretano (PU) da lipase de Candida antarctica B (CAL 

B) e as metodologias empregadas em avaliações preliminares da aplicação da lipase 

imobilizada na catálise de reações de síntese também serão apresentadas nesta seção do 

trabalho. 

 

3.1 MATERIAIS 

 

3.1.1 Reagentes 

 

 Acetona (CH3COCH3), PM (58,08 g.mol
-1

) FMaia; 

 Ácido Oléico (C18H34O2) PM (282,46 g.mol
-1

) Vetec; 

 Ácido Propiônico (C3H6O20) PM (74,08g.mol
-1

) Merck; 

 Álcool Etílico (Etanol 95 %) (C2H5OH) PM (46,07 g.mol
-1

) Merck; 

 Geraniol (C10H18O) PM(154,24 g.mol
-1

) Vetec; 

 Hidróxido de Sódio (NaOH) PM(40,0 g.mol
-1

) Nuclear; 

 Isocianato (Empresa Flexível Poliuretanos); 

 Poliol (Empresa Flexível 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 imobilização de lipases para uso em reações de síntese. 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 monômeros comerciais Poliol e Isocianato, utilizados nesse trabalho foram 

produzidos para uma formulação específica para colchões e espumas injetadas para a 

Empresa Flexível Poliuretanos – Mannes. A Figura 10 apresenta os monômeros 

utilizados para elaboração da espuma de PU usado como suporte no processo de 

imobilização da lipase CAL B. 

 

Figura 10. Monômeros usados na elaboração da espuma de PU, (a) póliol e (b) 

isocianato. 
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3.1.2 Equipamentos 

 

 Os principais equipamentos utilizados neste estudo foram os seguintes: 

 Agitador magnético com potencia 650w (Fisatom); 

 Agitador orbital (Marconi MA-410); 

 Balança analítica (Shimadzu); 

 Bomba a vácuo TE-0,58 (Tecnal); 

 Difratômetro de raio-X  (Rigaku), Miniflex II, com tubo emissor de Cu-1,54; 

 Estufa(Fanem, modelo 320SE); 

 pH  metro  MA- 522 (Marconi); 

 Micropipeta (Transferpette); 

 Geladeira (Consul). 

 Papel Filtros (Nalgon) 

 

3.2 MÉTODOS 

 

Os procedimentos experimentais deste trabalho foram desenvolvidos em etapas, 

conforme descrito abaixo: 

 Avaliação da polimerização utilizando diferentes volumes dos monômeros; 

 Verificação da miscibilidade da enzima nos monômeros; 

 Avaliação do efeito da forma física e concentração da lipase CAL B na formação 

do polímero; 

 Avaliação da distribuição da lipase CAL B no volume total do suporte de PU; 

 Estudo da Imobilização; 

 Avaliação da capacidade de reciclos reacionais da lipase CAL B imobilizada; 

 Avaliação da aplicação da lipase CAL B em reações de síntese; 

 Caracterização estrutural do polímero e enzima imobilizada 

A seguir será apresentada uma descrição detalhada dos procedimentos 

experimentais elencados anteriormente. 

 

3.2.1 Polimerização dos Monômeros 

 

O procedimento de polimerização realizado para obtenção do suporte avaliado 
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na pesquisa foi adaptado da metodologia descritas por SILVA et al., 2012a. Para a 

elaboração do PU, foi avaliado o uso de diferentes concentrações dos monômeros 

(poliol e isocianato), como apresentado na Tabela 5. Foram realizados 8 ensaios com 

diferentes combinações das proporções dos monômeros.  

 

Tabela 7. Descrição das concentrações dos monômeros avaliadas para formação da 

espuma de PU. 

Ensaios 
Proporções (v/v) 

Poliol (%) Isocianato (%) 

1 95 0,5 

2 90 10 

3 75 25 

4 65 35 

5 60 40 

6 50 50 

7 25 75 

8 10 90 

 

Com o auxílio de duas seringas descartáveis e um recipiente de poliestireno (200 

mL) os monômeros foram misturados e homogeneizados, com o auxílio de um bastão 

de vidro, por aproximadamente 15 segundos, em banho de gelo, para evitar um aumento 

excessivo da temperatura, ou seja, superiores a 70 ºC, devido à reação de polimerização 

ser exotérmica. 

 Após 5 minutos ocorreu a expansão da espuma e completa solidificação da 

mesma, possibilitando visualizar algumas características da espuma formada, como 

conformação, flexibilidade, maciez, firmeza, porosidade interna e resistência (ZAIAT 

1996, LUCAS et al. 2001; SANTOS 2011). Todos os ensaios foram realizados em 

duplicata. 

 

3.2.2 Avaliação da Miscibilidade da Enzima nos Monômeros 

  

Previamente a etapa de imobilização foram conduzidos ensaios de solubilidade 

da enzima lípase CAL B liofilizada nos monômeros poliol e isocianato, bem como em 

diferentes solventes (etanol, água e acetona), visando seu emprego na forma de uma 

solução. Nesta etapa avaliaram-se diferentes relações massa de enzima:volume de 

monômero/solvente.  
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3.2.3 Imobilização 

 

O procedimento experimental para imobilização da CAL B em PU foi realizada 

utilizando a proporção dos monômeros selecionada na etapa 3.2.2.1 (Tabela 5, ensaio 

3), empregando a enzima no estado sólido, pó liofilizado (0,8g) e em solução (0,8 mL) 

enzimática preparada (0,8g em 5 mL de solvente) com diferentes solventes: etanol (EE), 

acetona (EA) e água (EH). 

O imobilizado foi produzido pela mistura da enzima liofilizada ou em solução 

(correspondendo a 10 % do volume total dos monômeros) em poliol e estes adicionados 

ao isocianado, de acordo com o fluxograma apresentado na Figura 11. 

 

Figura 11. Apresenção esquemática do procedimento de imobilizaçãoda lipase CAL B 

em PU. 

 
            Poliol (75 %)                                                 Enzima (10 %) 

       +                                                    (m/v) 

      Isocianato (25 %)                                                         

  

                                           Homogeneização (15segundos)                 Banho de Gelo 

 

 

 

                                               Polimerização (5 minutos) 

 

 

            Lipase CAL B 

                                             Imobilizada 

                                         Poliuretano (PU`s) 

 

                                 Trituração  (liquidificador) 

 

                                         Determinação da 

  Medida da Atividade 

 

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

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

presença da enzima, envolvendo-a em uma estrutura tridimensional, realizando o 
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“confinamento” da proteína no polímero insolúvel, resultando no biocatalisador 

imobilizado (DALLA-VECCHIA et al., 2004; GONÇALVES, 2007). 

 Para avaliar a homogenidade da dsitribuição da enzima no suporte, após a 

polimerização, a estrutura formada com a enzima inclusa foi dividida verticalmente em 

duas parcelas (1 e 2) e horizontalmente em três (A, B e C), (Figuras 12ª, 12b e 12c). 

Para realização da dosagem da atividade de cada fração, as mesmas foram trituradas em 

liquidificador (modo pulsar) até completa trituração. Posteriormente a pesagem, as 

diferentes frações foram identificadas, pesadas e submetidas à verificação da atividade 

enzimática de esterificação, segundo método descrito no (item 3.2.4). Este 

procedimento foi realizado em triplicata para os dois ensaiso de imobilização, 

verificando assim a reprodutibilidade dos resultados em relação a distribuição da lipase 

CAL B no polímero formado.  

Figura 12. Demonstração da metodologia de amostragem da espuma de PU formada 

com Lipase CAL B, considerando em (a) divisão em duas parcelas (1 e 2) na vertical 

(vista superior do polímero), (b) visão extrena da divisão em três parcelas (A, B e C) do 

polímero (c) divisão em três parcelas (A, B e C) na horizontal( vista lateral do 

polímero). 

 
Após a medida de atividade em cada fração, as mesmas foram misturadas em 

uma porção homogênea, a qual teve sua atividade mensurada, sendo esta considerada a 

atividade total do imobilizado (100 %) e relacionando cada parcela em porcentagem de 

cada fração. 

 

3.2.4. Dosagem da Atividade de Esterificação 

 

A atividade de esterificação foi quantificada através de uma reação de sintese, 

empregando o ácido oleico e etanol (razão molar 1:1) como reagentes, metodologia esta 

modificada dsa descritas por BERNARDES et al. (2007) e LANGONE et al. (2002). 

Após a realizaçao do ensaio em branco, para determinar a acidez do meio reacional, foi 
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conduzida a adição da enzima CAL B, livre (0,1 g da solução enzimática) e imobilizada 

em PU (0,1g contendo 0,16% de enzima). A reação 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), alíquotas de 500 μL foram retiradas do meio reacional em triplicata e 

adicionado a cada alíquota 15 mL de uma solução de acetona-etanol (1:1) (v/v).  

A quantidade de ácido consumida foi determinada por titulação com hidróxido 

de Sódio (NaOH) 0,05 M. Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a 

quantidade de enzima que consome 1μmol de ácido graxo por minuto, nas condições do 

ensaio. A atividade enzimática foi calculada utilizando a Equação1. 

 

cEL

fab

VMt

VMVV
AE






.

1000
    Equação (1) 

Onde: 

AE = atividade de esterificação (U/g); 

Va = volume de NaOH gasto na titulação da amostra retirada após 40 min (mL); 

Vb = volume de NaOH gasto na titulação da amostra retirada no tempo 0 (mL); 

M = molaridade da solução de NaOH; 

Vf = volume final de meio reacional (mL); 

t = tempo (min); 

MEL = peso da enzima livre (solução enzimática)/imobilizada; 

Vc = volume da alíquota do meio reacional retirada para titulação (mL). 

 

3.2.5 Cálculo do Rendimento de Imobilização 

 

 O rendimento do imobilizado foi calculado considerando a atividade total da 

enzima livre em solução (a qual considera o volume de extrato enzimático empregado 

no ensaio de imobilização) e a atividade total do imobilizado (o qual considera a massa 

total de imobilizado produzido) de acordo com a equação 2 (BRÍGIDA, 2006). 

𝑅𝐼 (%) =  
𝑈 𝑖𝑚𝑜𝑏𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎

𝑈𝑜
 × 100    Equação (2) 

Onde:  

RI (%) = Rendimento de imobilização 

U imobilizada = atividade enzimática no imobilizado 
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Uo = atividade da solução enzimática oferecida para imobilização  

 

3.2.6 Avaliação da Estabilidade da Enzima Livre e Enzima Imobilizada 

 

O estudo de estabilidade térmica da CAL B livre foi conduzido em frascos 

empendorff, com a solução enzimática na concentração equivalente a usada no processo 

de imobilização (0,16%). A dosagem da atividade foi determinada pelo método da 

esterificação descrito no item 3.2.4. As temperaturas foram selecionadas de acordo com 

a temperatura ótima da enzima lipase CAL B, sendo elas descritas a seguir: 

 Temperatura de 40 ºC (EL_40 ºC);  

 Temperatura de 60 ºC (EL_60 ºC); 

 Temperatura de 80 ºC (EL_80 ºC). 

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 

(ácido oléico e etanol). As temperaturas avaliadas para as difreentes formas de 

armazenamento encontram-se descritas a seguir: 

1- Imobilizado no suporte de PU acondicionado à seco:  

o Temperatura ambiente (ASA); 

o Temperatura de geladeira (ASG 2-8 ºC); 

o Temperatura de 40 ºC (AS_40 ºC); 

o Temperatura de 60 ºC (AS_60 ºC);  

o Temperatura de 80 ºC (AS_80 ºC);  

2- Imobilizado no suporte de PU acondicionado com o meio reacional: 

o Temperatura de 40 ºC(AMR_40 ºC); 

o Temperatura de 60 ºC (AMR_60 ºC); 

o Temperatura de 80 ºC (AMR_80 ºC). 

 

3.2.7 Avaliação da Capacidade de Reciclos Reacionais da Lipase CAL B 

Imobilizada 

 

 O principal interesse em imobilizar enzimas é propiciar a reutilização da mesma. 

Desta forma, avaliou-se a capacidade de reciclos reacionais de síntese do oleato de etila 

(ácido oléico e etanol) da lipase CAL B imobilizada em PU, buscando simular a 
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reutilização do biocatalisador em reações de interesse. Os ciclos foram avaliados em 

períodos de 24 horas. Após a reação o imobilizado foi submetido a diferentes condições 

de estocagem antes de sua reutilização, cujos procedimentos encontram-se descritos na 

Figura 13. 

 

Figura 13. Metodologia de preparo e acondicionamento da lipase CAL B imobilizada 

durante o processo da avaliação de reciclos reacionais     

 

    Enzima  Imobilizada                                                                 

                                                                         
                     5 mL de meio reacional 

                                         DETERMINAÇÃO 

                  DA  

                     ATIVIDADE 

 

         

 

         

 

           Armazenada                                     Limpeza com Etanol (50 mL) RLE 

        em Meio Reacional                       Filtração - Bomba à Vacuo (20 min) RFBA 

     AMR                    Armazenada à Seco (AS) 

 

            

 

           Temperatura                                                       Temperatura 

                 RMRA                                                        RLETA 

                 RMRG                                             RLETG  

             RMR_40 ºC                                                      RLET_40 ºC 

 

 

                                       

                                      Filtração – Bomba à Vacuo 

                       RFBA 

 

 

                                       RECICLO (R) 

 

 

Buscando identificar possíveis alterações conformacionais do imobilizado e ou 

estabilidade da enzima em detrimento do método de conservação ao qual o 

biocatalisador foi submetido entre um reciclo e outro, amostras da enzima imobilizada 

foram submetidas a duas condições de estocagem a primeira no meio reacional e na 
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segunda passando por processo de limpeza (etanol 95 %) após a reação, bem como de 

preparo do biocatalizador para uma nova batelada de reação.  

Foram também avaliadas diferentes condições (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 não submetido a 

procedimento de lavagem:  

o Temperatura ambiente (RMRA); 

o Temperatura de geladeira (RMRG 2-8 ºC); 

o Temperatura de 40 ºC (RMR_40 ºC);  

2 Imobilizado utilizado, lavado com etanol (50 mL) com auxilio de bomba a 

vácuo, sob filtro, durante 20 min e posteriormente acondicionado à seco:  

o Temperatura ambiente (RLETA); 

o Temperatura de geladeira (RLETG 2-8 ºC); 

o Temperatura de 40 ºC (RLET_40 ºC);  

Cabe ressaltar o imobilizado, após reação de dosagem da atividade (item 3.2.4), 

foi submetido à lavagem com etanol (95 %) em filtro conectado a bomba à vácuo, 

mantido sobre o filtro até secagem aparente.  

No caso de acondicionamento no meio reacional, após a reação o imobilizado 

em meio reacional foi transferidos para frasco de armazenamento, este antes de ser 

submetido a uma nova avaliação de dosagem da atividade sendo apenas filtrado, sem 

lavagem e mantido sobre o filtro até secagem aparente.  

 

3.2.8 Avaliação da Aplicação da Lipase CAL B Imobilizada na Catálise de Reações 

de Síntese 

 

Nesta etapa serão apresentadas as metodologias empregadas na avaliação da 

aplicação das lipase CAL B imobilizada em PU na catálise de reação de síntese de 

geranil oleato, geranil propionato e o oleato de etila. A metodologia empregada foi 

adaptada de FERRAZ (2012). 

 

3.2.8.1 Síntese Enzimática de Geraniol e Ácido Oleico  
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A síntese enzimática para a produção de geranil oleato foi realizada conforme 

metodologia descrita por PAROUL (2011), onde foram usados como substratos geraniol 

(99 % de pureza) e ácido oleico (99 % de pureza) na proporção molar de 3:1. Esses 

substratos foram adicionados em erlemeyers de 50 mL com volume médio racional de 5 

mL (PAROUL, 2011). 

A avaliação da capacidade de reação da CAL B imobilizada em reação de 

síntese de geranil oleatofoi realizada à 40 ºC durante 6 horas em agitador orbital a 160 

rpm. Após este período foram retiradas alíquotas de 500 μL do meio reacional em 

triplicata e adicionadas à15 mL de uma solução de acetona-etanol (1:1) (v/v). 

A quantificação da síntesede geranil oleato foi realizada por titulação em NaOH 

0,05 M, até pH 11. A determinação do rendimento da síntese do geranil oleato foi 

determinada segundo item 3.2.9.4. 

 

3.2.8.2 Esterificação Enzimática de Geraniol e Ácido Propiônico 

 

A avaliação da capacidade de reação da CAL B imobilizada em reação de 

esterificação de geraniol propionato foi conduzida empregando as mesmas condições 

experimentais descritas para a sintese do geranil oleato, empregando como reagentes o 

geraniol (99 % de pureza) e o ácido propiônico (99 % de pureza) na proporção de (3:3).  

A quantificação da síntese de geranil propionato foi realizada por titulação em  

NaOH 0,05M, até pH 9,1. A determinação do rendimento da síntese do geraniloleato foi 

determinada segundo item 3.2.9.4.  

 

3.2.8.3 Esterificação Enzimática de Ácido Oleico e Etanol 

  

A avaliação da capacidade de reação da CAL B imobilizada em reação de 

síntese do oleato de etila foi realizada através da reação do ácido oleico e etanol (razão 

molar (1:1). A reação foi conduzida a 40 °C, durante 40 minutos, em frascos de vidro 

fechados, mantidos em agitador orbital a 160 rpm. Alíquotas de 500 μL foram retiradas 

do meio reacional em triplicata e adicionado cada alíquota 15 mL de uma solução de 

acetona-etanol (1:1) (v/v). A determinação do rendimento da síntese do etil oleato foi 

determinada segundo item 3.2.9.4. 
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3.2.8.4 Determinação do Rendimento das Reações de Síntese 

 

 A determinação do Rendimento das Reações de Síntese foi realizado utilizando 

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

  = 100  (
(
 ×  )

  
)×  

  
) × 100      Equação (4) 

Onde: 

CE = cálculo de conversão em ésteres (%) 

Va = volume de NaOH gasto na titulação da amostra retirada após 40min (mL); 

M = molaridade da solução de NaOH; 

Vf = volume final de meio reacional (mL); 

MR = mols que reagiu (inicial 100 %) 

Vc = volume da alíquota do meio reacional retirada para titulação (mL). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

 Nesse capítulo serão apresentados e discutidos os resultados obtidos no 

desenvolvimento desta pesquisa. Inicialmente, apresenta-se a avaliação da conformação 

da espuma de poliuretano a ser usada como suporte para imobilização da lipase CAL B, 

a influência da temperatura na estabilidade da enzima imobilizada e a capacidade de 

reciclos reacionais para então definir possibilidades de aplicação em reações de síntese 

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

 

4.1 REAÇÃO DE POLIMERIZAÇÃO: SÍNTESE DO POLIURETANO (PU) 

 

Para a síntese do PU foram avaliadas diferentes proporções dos monômeros 

poliol e isocianato. Como parâmetro de avaliação acompanhou-se visualmente a 

consistência, a estabilidade quanto ao efeito de retração do volume, defeitos de 

conformação, a maleabilidade e a conformação dos poros da espuma (ZAIAT, 1996). A 

Figura 14 apresenta o aspecto conformacional das espumas de PU sintetizadas 

empregando as diferentes proporções de poliol e isocianato. 

 

Figura 14. Aspecto conformacional das espumas de poliuretano formadas empregando 

diferentes proporções dos monômeros 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 %. 

 
 

Os resultados apresentam uma tendência em relação à proporção dos 

monômeros, quanto maior a concentração de poliol menor é o efeito de retração da 

estrutura do PU, formado uma estrutura maleável/macia com as células compactas. O 

aumento da proporção de isocianato conduz a geração de uma estrutura mais rígida, 

com porosidade disforme e um volume aparente reduzido. Para a condição de 10 % de 

poliol e 90 % de isocianato (Figura 14h), praticamente não houve formação de espuma, 
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somente a formação 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 forças 

intermoleculares. Em geral, poliuretanos com alto teor de isocianato tornam-se mais 

rígidos, devido ao aumento das ligações cruzadas, proporcionando uma maior aderência 

e compactação dos poros (BOLSONI, 2008; PAULICHEI, 2010).  

As particularidades observadas nas espumas de PU formadas decorrem das 

proporções dos monômeros empregados para a síntese do PU. A escolha dos 

monômeros (diisocianatos e polióis) empregados na formação da espuma, cada um com 

suas características próprias e funcionalidades, também podem interferir na qualidade 

destas espumas (PINTO et al., 2005, MENG, 2008). 

A estrutura química 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 químicos e as 

propriedades finais do polímero irão variar de acordo com o percurso da reação. 

Poliuretanos podem ter estruturas muito diferentes, dependendo do tipo de isocianato e 

o dos componentes de hidrogênio reativos presentes na formulação (CATAL, 2010; 

SANTOS, 2011). 

Dependendo da aplicação, características como densidade, rigidez e porosidade 

são desejadas e para isso, como pode ser observado nos resultados obtidos, fica evidente 

a necessidade de otimização da composição proporcional dos monômeros formadores 

da espuma (ABE, 2008). 

A preparação e seleção de espuma de poliuretano, relacionando a densidade 

obtida, considerando diferentes composições de poliol e isocianato na sua formulação. 

A proporção de 50/30 (poliol/isocianato) resultou em menor encolhimento e defeitos na 

estrutura (SILVA et al.,2012ª). 

A hidrofobicidade de espumas de PU para varias concentrações de diferentes 

monômeros. As espumas oriundas da mistura de 80 % poliéster e 20 % poliéter, 

apresentaram os melhores resultados considerando as características físicas (densidade, 

estrutura dos poros, maleabilidade) de toda à unidade da estrutura polimérica 

(DMITRIENKO et al., 1996). 

Após a avaliação visual das espumas obtidas, foi definida para a continuidade 

dos estudos a proporção de poliol:isocianato de 75/25 (Figura 14c), por apresentar 
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melhores características físicas (distribuição dos poros, maleabilidade e células 

uniformes). 

 

4.2 AVALIAÇÃO DA CONFORMAÇÃO 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 

monômero poliol. Após uma etapa de mistura, fez-se a adição 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. 

  
 Após a etapa de imobilização, o PU incorporado com enzima, foi fracionada em 

3 partes (inferior, meio e superior), as quais, individualmente, foram submetidas a 

ensaios de atividade enzimática. Os resultados obtidos em termos de atividade de 

esterificação para as diferentes regiões da espuma contendo a lipase CAL B liofilizada 

imobilizada encontram-se apresentados na Tabela 8.  

 

Tabela 8. Resultados obtidos em termos de atividade de esterificação obtidas nas 

diferentes regiões da espuma com a lipase CAL B liofilizada imobilizada. 

Amostras Atividade Enzimática (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 relação a parte 

inferior, uma baixa atividade enzimática, indicando que a enzima não apresentou uma 

distribuição uniforme no PU durante o processo de expansão da espuma. Esta 

distribuição heterogênea da enzima na espuma possivelmente esteja vinculada a falta de 

agente expansivo, como a água, que auxilia na formação da espuma (VILMAR, 2013).  

 

4.3 AVALIAÇÃO DA CONFORMAÇÃO DO IMOBILIZADO COM LIPASE CAL B 

SOLUBILIZADA EM DIFERENTES SOLVENTES 

 

A enzima, previamente solubilizada em água, álcool etílico ou acetona, a 0,16 % 

(m/v), foi adicionada ao poliol. Após a etapa de homogeneização fez-se a adição do 

isocianato, procedeu-se a mistura por 15 segundos, deixando polimerizar por 5 minutos. 

Após a etapa de polimerização, empregando a enzima solubilizada em água, álcool 

etílico e acetona, foi conduzida uma análise visual das estruturas poliméricas geradas. O 

ensaio conduzido empregando a acetona como solvente da enzima gerou uma estrutura 

polimérica rígida, compacta e bifásica, com duas fases distintas em termos de 

densidades, a fase inferior apresentou-se compacta e de coloração amarelada, indicando 

ser enriquecida com isocianato.  

Além disto, não foi constata atividade enzimática em nenhuma das fases. Os 

demais solventes (água e álcool etílico) conduziram a formação de espumas com 

estruturas poliméricas homogêneas, com boa maleabilidade e distribuição dos poros 

(Figura 16). No entanto, destes, somente o PU incorporado com a enzima previamente 

diluída em água apresentou atividade enzimática. 

 

Figura 16. Aspecto da espuma de PU formada juntamente com a lipase Cal B na forma 

líquida (EH) sendo (a) Imobilizado na forma íntegra (b) Corte longitudinal do 

imobilizado (c) Imobilizado triturado. 
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Posteriormente repetiu-se a incorporação da enzima no PU empregando como 

precursor da enzima a solução aquosa. Após uma segmentação do suporte em duas 

parcelas verticais (1 e 2) e três horizontais (a, b e c) (Figura 16), para cada fração foi 

determinada a atividade enzimática, cujos os resultados estão demostrados na Tabela 9. 

 

Tabela 9. Atividade enzimática obtidas nas diferentes regiões da espuma com a lipase 

CAL B imobilizada, previamente diluída em água (EH). 

Fração Atividade 

1A 958,55 ± 149,25ª 

1B 895,55 ± 163,05ª  

2A 917,90 ± 101,40
a
 

2B 947,68 ± 69,00
a
 

3A 911,17 ± 115,37ª 

3B 900,37 ± 106,12ª 

Letras iguais indicam não haver diferença significativa a nível de 0,5%. 

 
 

Podemos observar uma similaridade de atividade para todas as partes da espuma 

de PU. Esta tendência, diferentemente do observada quando do emprego da enzima 

liofilizada, sugere uma distribuição homogênea da enzima durante a etapa de 

polimerização.  

A imobilização em PU deve ocorrer, preferencialmente, pelo método de 

confinamento (inclusão de matriz) que consiste no aprisionamento das moléculas de 

enzimas entre as malhas do polímero, por ligações físicas entre enzima e suporte, 

diminuindo as possibilidades de desnaturação da proteína (GARCÍA-ARRAZOLA et 

al., 2009, YUE et al., 2004). 

Os resultados demonstram que o processo de polimerização manteve a atividade 

da enzima, indicando que a proteína não foi desnaturada nem ocasionando alterações 

indesejáveis de conformação, além de permitir a permeabilidade do substrato entre a 

matriz do suporte e a saída do produto. 

A velocidade de difusão dos substratos e produtos através da membrana é um 

fator limitante para enzimas imobilizadas, enfatizando a importância da transferência de 

massa através da membrana (KEPMKA, 2012). A solubilização enzimática é 

selecionada de acordo com o tipo de reação, onde a quantidade de água e a solubilidade 
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dos substratos devem ser avaliadas e otimizadas, contribuindo na integridade estrutural 

e polaridade do sítio ativo e estabilidade da proteína (LIU, et al., 2007). 

A água na polimerização do PU pode atuar como agente expansivo, resultando 

na formação de segmentos rígidos de poliuréia e consequentemente, aumentando a 

dureza da espuma (VILMAR, 2013). Esta propriedade pode também estar relacionada 

aos radicais livres existentes no pré-polímero e a liberaçao de dióxido de carbono 

durante o processo de polimerização (ZAREVÚCKA, 1996; SUSLA et al,. 2007). 

Dentre os fatores que afetam a interação enzima e espuma de PU destacam-se a 

hidrofobicidade da espuma e aestabilidade de armazenamento (LEJEUNE et al.,1996). 

A quantidade de água durante a polimerização, uxilia um ataque nucleofílico ao 

complexo formado quando a lipase age no monômero. Em relação à água, sua 

miscibilidade em relação aos monômeros pode estar relacionada a fase homogênea da 

água, que compete com as hidroxilas primárias do poliol reativo, incorporando-se aos 

segmentos rígidos de poliuréia, aumentando seu tamanho e, devido a sua 

trifuncionalidade, forma estruturas reticuladas impedindo o alinhamento 

macromolecular e formação de ligações hidrogênio (ALBERTSSON et al., 2008). 

Além disso, as hidroxilas primárias do poliolpoliéter reagem com o isocianato, 

formando prepolímeros terminados em NCO, que reagem posteriormente com a água e 

outro grupo isocianato do segmento rígido, unindo os segmentos rígidos com o poliol e 

impedindo a separação de fase, originando uma espuma com boa distribuição de enzima 

em seu interior. (ALBERTSSON et al., 2008). 

Dessa forma, a polimerização irá responder de forma diferente de acordo com a 

quantidade de água adicionada. A  relação inversa entre a massa molar e quantidade de 

água. Quantidades baixas de água conduzem a formação de polímeros de massas 

molares maiores, ou seja, polímeros com estrutura mais compactas, irregulares, bem 

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

 

4.4 RENDIMENTO 

 

 O rendimento reacional representa a relação entre a Atividade Total Teórica 

(UT), calculada considerando à quantidade de enzima livre (12,8 mg) emprega na etapa 

de incorporação, e a Atividade Total Experimental (UTExp.), calculada considerando a 

atividade total do suporte PU incorporado com a enzima (8,0g).  

Os valores de Atividade Total Teórica (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 (U) Rendimento de Imobilização 

(%) 

Livre 1020,0 -------- 

Imobilizada 2.554,7 250 

 

Observa-se um aumento de 250 % da atividade da enzima imobilizada em 

relação à livre. Estes resultados sugerem um efeito benéfico da imobilização sobre a 

atividade da enzima. Esta tendência pode estar relacionada com varias fatores como, a 

disponibilização facilidade do acesso de novos sítios ativos, possibilidade da 

reutilização do biocatalisador imobilizado, facilidade na separação do meio reacional, 

sem contaminação do produto final pela enzima e melhor controle do processo. 

 

4.5 AVALIAÇÃO 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 ºC), 60 °C (EL_60 ºC) e 80 °C (EL_80 ºC). 
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Observa-se uma diminuição da atividade com o tempo de contato para todas as 

temperaturas avaliadas, bem como uma relação direta com a temperatura. As maiores 

temperaturas apresentaram desativações mais rápidas. Para a EL_80 ºC a inativação foi 

total com 3 horas de contato. Para as EL_60 e EL_40 
o
C a inativação total somente foi 

observada com 12 e 24 hs de contato, respectivamente.  

A avaliação da estabilidade de extratos enzimáticos de farelo de arroz, farelo de 

soja e bagaço de cana à temperatura ambiente observaram uma manutenção da 

estabilidade durante 60 dias (FERRAZ et al., 2010). 

As enzimas na sua forma solúvel são moléculas proteicas complexas e de certa 

flexibilidade, sua atividade catalítica prove uma estrutura altamente ordenada, muito 

delicada e frágil. Se a molécula absorve muita energia, ela pode sofrer mudanças 

conformacionais nos seus sítios ativos, muitas vezes irreversíveis, podendo até 

desnaturar totalmente enzima (MARTINI, 2007; JÚNIOR, 2008; INOUE, 2011). 

 

4.6 ESTABILIDADE DA ENZIMA IMOBILIZADA EM PU ARMAZENADA EM 

CONSTANTE DE DESATIVAÇÃO TÉRMICA 

 

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 após 150 dias de 

armazenamento apresenta comportamento estável tanto para temperatura ambiente 

(ASA) e de geladeira (ASG). Em ambos os casos observa-se uma atividade residual de 

100%, ou seja, não ocorreu perda de atividade residual relacionada com a dosagem da 

atividade realizada logo após a imobilização. A enzima imobilizada (ASG) apresentou 

também maior estabilidade em relação à 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 três vezes no tempo de estabilidade em relação a enzima 

livre, que apresentou um tempo de meia vida de apenas 5 dias (BRANCO et al., 2006). 

Já o uso da invertase imobilizada em PU obteve uma estabilidade por um período de 60 

dias, sem perda considerável atividade (68,5 % de retenção da atividade) (CADENA et 

al., 2010). A Figura 19 apresenta o desempenho do imobilizado à seco (AS) submetido 

a altas temperaturas de armazenamento. 

 

Figura 19. Estabilidade da Lipase (CAL B) imobilizada submetida a temperatura  

AS_40 ºC, AS_60 ºC e AS_80 ºC. 
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o
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Esse fato pode ser decorrente do aumento da estabilidade do catalisador ou 

modificações 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. 

 

Similar aos ensaios anteriores, para as três temperaturas avaliadas, a atividade 

residual se manteve acima dos 90% durante o período acompanhado (45 dias). Os 

resultados demonstram que o meio reacional, o qual contém ácido oléico e etanol como 

princípios ativos, não interferiu na estabilidade da enzima imobilizada em PU, 

demonstrando assim, a potencialidade da aplicação em fluxo contínuo, em diferentes 

temperaturas, do suporte produzido. 

 

4.7 AVALIAÇÃO DO REUSO DA LIPASE IMOBILIZADA 

 

Outro parâmetro importante em reações catalisadas por enzimas e a avaliação da 

reutilização 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 condições:  
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i) no próprio meio reacional à temperatura ambiente (RMRA), em geladeira, 2-8 

o
C (RMRG) e à 40 ºC (RMR_40 ºC); 

ii) submetido a uma etapa de lavagem para remoção de substratos do PU, também a 

temperatura ambiente (RLETA), geladeira (RLETG) e a 40 
o
C (RLET_40

 o
C) 

denominado neste estudo como a seco.  

 

Figura 21. Comportamento da Lipase (CAL B) imobilizada submetida à ciclos e a 

diferentes temperaturas de armazenagem ambiente (RMRA), geladeira (RMRG 2-8 °C) 

e 40 °C (RMR_40 °C). 

 

 Em 30 ciclos os imobilizados a 40 
o
C, RMR_40 ºC e o RLET_40 ºC, 

mantiveram mais de 87 % e 95 %, respectivamente, de sua atividade residual, enquanto 

que os armazenados em geladeira (2-8 ºC) (RMRG) e (RLETG) apresentaram 

atividades superiores a 83 % e 98 %, respecvtivamente.  

 Um estudo com Novozym 435 em síntese enzimática e esta permaneceu ativa 

por 15 ciclos com rendimento de 100 % a temperatura de 40 ºC (BLANCO, 2004) A 

enzima Kluyveromyces lactis β-galactosidase, pré-tratada com lactose (para evitar a 

perda de atividade durante o processo de imobilização), e glutaraldeído, utilizado como 

um ligante para imobilizar β-galactosidase, sobre a superfície de um gel de 

sílicamostrou, observaram uma melhor capacidade de reutilização em relação a enzima 

imobilizda sem pré-tratamento, com 63,9 % da sua atividade original, após 10 

reutilizações (SONG et al., 2010). 
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 Os imobilizados armazenados a temperatura ambiente apresentaram tendências 

distintas, em meio reacional (RMRA) após 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 à ciclos e a 

diferentes temperaturas de armazenagem ambiente (RLETA), geladeira (RLETG 2-8°C) 

e 40 °C (RLET_40 °C). 

 

  

A Monascus imobilizada em PU, uma atividade residual de 60 % após 17 

reciclos, a metade do presente estudo (QUEZADA et al., 2009). Para a lipase de 

Cândida rugosa imobilizada em PU e aplicada na esterificação do ácido palmítico com 

álcool cetílico, observaram que o biocatalisador retia 80 % de sua atividade original 

após 15 reciclos (GUNCHEVA et al., 2011). As células de Bacillus sp. imobilizadas em 

alginato e em espuma de PU apresentaram maior degradação 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 AVALIAÇÃO DA APLICAÇÃO DA LIPASE CAL B IMOBILIZADA NA 

CATÁLISE DE REAÇÕES DE SÍNTESE 

 

Nesta etapa serão apresentados e discutidos os resultados obtidos nas reações de 

esterificação enzimática a fim de verificar o comportamento da CAL B imobilizada em 

PU para reações de esterificação, já que a mesma apresenta elevada atividade, 

estabilidade e capacidade de reciclo para estas reações. 

Na Tabela 12 são apresentados os resultados relativos as conversões obtidas nas 

reações de síntese enzimática dos ésteres geranil oleato, geranil propionato e etil oleato. 

 

Tabela 12. Conversões reacionais obtidos nas reações catalisadas pela CALB 

imobilizada em PU na esterificação de geraniol com ácido oleico e propiônico do ácido 

oléico e etanol. 

Enzima CAL B Conversão (%) 

Etilo oleato 83,4 

Geranil oleato 31,2 

Geranil propionato 18,3 

 

A aplicação do imobilizado nas reações de produção de geranil propionato e 

geranil oleato resultou em conversões de 18,3% e 31,2%, respectivamente e da síntese 

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 reação pode ser 

conduzida a temperaturas mais elevadas, permitindo aumentar o rendimento reacional.  

Alguns estudos apresentados na literatura relatam a esterificação enzimática em 

sistema livre de solvente com diferentes ácidos graxos e álcoois. A otimização na 

produção de geranil propionato na condição de razão molar 3:1 (geraniol:ácido 

propiônico) e 10% de enzima Novozym 435, alcançando uma conversão média de 

94,6% de produto (PAROUL, 2011). 

Os estudos realizados efeitos nas condições reacionais para a produção de 

geranil butirato e geranil caproato em sistemas com n-hexano e lipase de Pseudomonas 

sp. imobilizada (YEE et al., 1997). Conversões de 96 e 99% foram alcançadas para 

citronelilbutirato e geranil caproato, respectivamente, com concentração de enzima de 

15% (m/m do substrato), temperatura reacional entre 30 °C e 50 °C, adição 2% de água 

depois de 24 horas de incubação. 
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Um estudo realizado resultou resultados satisfatórios para conversões em geranil 

propionato quando catalisadas por EEB (32,2%) e EEBI (34,4%). Para a lipase 

comercial de pâncreas suíno, maior conversão foi obtida, quando utilizada ECL (35,9%) 

na esterificação enzimática de geraniol e ácido propiônico (FERRAZ, 2012). 

A comparação dos resultados de esterificação entre os diferentes trabalhos 

encontrados na literatura em muitos casos é feita utilizando-se a conversão em éster (%) 

como parâmetro. Entretanto, devido às diferentes concentrações de substratos utilizadas, 

este parâmetro não espelha bem a eficiência da enzima. Em termos de síntese, com 

baixas concentrações de substrato, a enzima pode converter 100% do mesmo 

rapidamente. Portanto, outro parâmetro, produtividade em éster, que leva em 

consideração o tempo de conversão por massa de biocatalisador, pode ser empregado 

para propiciar melhor comparação entre os resultados.  

Diversos trabalhos de pesquisa estão sendo realizados, visando a otimização e o 

desenvolvimento de processos em escala industrial para a síntese de diversos ésteres de 

valor comercial. Tais reações são de extrema importância para o desenvolvimento de 

novas rotas de processo, para obtenção de produtos novos ou conhecidos a custos mais 

competitivos ampliando, simultaneamente, o potencial de aplicação das enzimas em 

processos. Como exemplo, processos de biotransformação para lipases em reações de 

esterificação para obtenção de produtos de interesse industrial do setor de óleos e 

gorduras e alimentícia em processos de produção de margarinas, óleos comestíveis, 

queijos e manteigas com características nutricionais e funcionais desejáveis 

(MADALOZZO, 2011).  

A síntese enzimática de ésteres envolvendo lipases apresenta diversas vantagens, 

pois pode garantir maiores rendimentos em reações com temperaturas próximas da 

ambiente, dependendo da metodologia e da enzima aplicadas, o que proporciona 

produtos de qualidade, com economia de energia e reduzida ocorrência de subprodutos  

(TIGGEMANN et al., 2012). 
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5. CONCLUSÕES E SUGESTÕES 

 

5.1 CONCLUSÕES 

 

Através dos resultados obtidos na avaliação das proporções dos monômeros para 

a elaboração do suporte do PU, a proporção de 25/75 % de poliol e isocianato foi 

selecionada para a formação da espuma, pois apresenta uma estrutura polimérica 

homogênea, visivelmente com boa maleabilidade e distribuição dos poros. 

A avaliação da conformação do imobilizado, demonstrou que ao empregar a 

enzima liofilizada somente a parte inferior da espuma apresentou atividade, indicando 

que a enzima não apresentou uma distribuição uniforme no PU.  

A enzima solubilizada em água, álcool etílico e acetona, apresentaram quanto à 

conformação das estruturas poliméricas diferenças significativas. A acetona como 

solvente da enzima gerou uma estrutura polimérica rígida, compacta e bifásica, com 

ausência de atividade enzimática nas distintas fases. Os demais solventes (água e álcool 

etílico) conduziram a formação de espumas com estruturas poliméricas homogêneas, 

com boa maleabilidade e distribuição dos poros, contudo, somente o PU incorporado 

com a enzima diluída em água (EH) apresentou atividade enzimática. 

O processo de imobilização proporcionou um aumento de 250 % da atividade da 

enzima imobilizada em relação à livre. Estes resultados sugerem um efeito benéfico da 

imobilização sobre a atividade da enzima.  

Os resultados demonstram que o processo de polimerização manteve a atividade 

da enzima, indicando que a proteína não foi desnaturada nem ocasionou alterações 

indesejáveis de conformação, além de permitir a permeabilidade do substrato entre a 

matriz do suporte e a saída do produto. 

A estabilidade do imobilizado apresentou estabilidade de 95 % de atividade 

residual durante 150 dias submetidos à seco em temperatura ambiente (ASA) e de 

geladeira (ASG)  (2-8 ºC). Já aos resultados a altas temperaturas (40 ºC, 60 ºC, e 80 ºC) 

resultou em 90% de atividade residual após 45 dias, tanto para estocagem do 

imobilizado à seco (AS_40 °C, AS_60 °C e AS_80 °C) como imerso ao meio reacional 

(AMR_40 °C, AMR_60 ºC, AMR_80 ºC). Os resultados demonstraram que a 

permanência em meio reacional juntamente com as altas temperaturas praticamente não 

afetaram a estabilidade do imobilizado no período avaliado. A capacidade de reciclos 

reacionais foi de 35 ciclos quando o imobilizado foi mantido à seco (RLETA) entre as 
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bateladas e/ou imerso no meio reacional (RMRA), em temperatura ambiente, e 30 ciclos 

quando armazenadas à temperatura de geladeira (RMRG e RLETG). Ambas as formas 

de manutenção entre os reciclos e bem como a 40 ºC (RMR_40 ºC e RLET_40 ºC) com 

o mesmo comportamento 

A aplicação do imobilizado nas reações de produção de geranil propionato e 

geranil oleato resultaram nas conversões de 18,3 % e 31,3 % respectivamente e da 

síntese de oleato de etila em 83,2 %, indicando assim uma promissora técnica para 

estudos sobre a aplicação do imobilizado em PU em fluxo continuo para síntese de 

ésteres. 

 

5.2 SUGESTÕES 

 

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, algumas sugestões para 

trabalhos futuros podem ser apontadas: 

 Avaliar o comportamento da Candida antartica do tipo B (Novozymes) livre 

em reações de síntese. 

 Avaliar o efeito da ativação enzimática em alta pressão (CO2, GLP), sobre a 

atividade catalítica da enzima. 

 Avaliar as diferente proporções de agua na diluição da enzima Candida o 

efeito da ativação enzimática em alta pressão (CO2, GLP), sobre a atividade 

catalítica da enzima. 

 Calcular a produtividade enzima da Candida antartica do tipo B (Novozymes) 

em PU. 

 Avaliar o efeito da ativação em ultrason sobre a atividade catalítica da enzima. 

 Avaliar o ensaio em  um sistema de fluxo contínuo. 

 Fazer uma reação em escala real. 
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