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ESTUDO DA IMOBILIZACAO DE LIPASES UTILIZANDO
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O presente trabalho teve por finalidade avaliar a imobilizacdo das lipases de
Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia) (Amano PS) e de Candida antarctica
B (CalB), em nanoparticulas do polimero poli-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato
(PHBV) e em poliuretano (PU). Com a lipase Amano PS foram verificadas as
condicbes de processo de imobilizacdo a alta pressdo com fluido supercritico (COy),
considerando que esta se apresentou parcialmente sollvel em diclorometano.
Considerando os resultados obtidos com a lipase Amano PS, para a lipase CalB foi
avaliada a imobilizagdo em nanoparticulas de PHBV em sistema a baixa pressao
variando-se o tempo (30 a 150 min) e o pH (5 a 10), além da sua imobilizacdo em
estrutura de poliuretano (PU). Nestes casos verificou-se a estabilidade do derivado
enzimatico frente a altas temperaturas (40, 60 e 80 °C) e a baixa temperatura (4 °C),
bem como a capacidade de reciclo reacional de ambos os imobilizados. Este estudo
foi ainda complementado pela avaliacdo da possibilidade de aplicacdo da lipase

CalB imobilizada como catalisador de reacdes de esterificacdo. Os resultados
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indicaram baixo rendimento da imobilizacdo da lipase Amano PS em sistema a alta
pressdo com PHBV avaliado em reacdo de hidrélise, resultado este que motivou o
estudo da imobilizacdo a baixa pressdo com a lipase CalB liquida em reacdo de
esterificacdo. Neste caso, o sistema de imobilizagdo da CalB a baixa pressdo com
PHBV durante 120 min em pH 7 indicou promissor rendimento do processo, além
deste imobilizado apds 21 horas a temperatura de 60 °C apresentar uma atividade
residual de 67% em relacdo a atividade inicial e durante a sua estocagem a 4°C por
30 dias verificou-se uma atividade residual de 50%. Concomitante a estes resultados
obteve-se os da CalB imobilizada em PU. O derivado enzimatico obtido apresentou-
se 100% estavel ap6s 21horas de exposicdo nas mesmas temperaturas e a baixa
temperatura (4 °C) por 30 dias manteve 100% de sua atividade inicial tanto na forma
fracionada como triturada. A avaliacdo do reciclo reacional indicou a possibilidade de
uso em 4 ciclos consecutivos para a catélise da reacdo de sintese do etil oleato,
tanto para a enzima imobilizada em PHBV quanto em PU. A aplicacdo do
imobilizado nas reacdes de producao de geranil oleato apresentaram 88% e 87,68%
de rendimento para PHBV e PU, respectivamente. Para a sintese de oleato de etila
a CalB imobilizada em PHBV e PU apresentou 17,43% e 19,34 % de rendimento,
mas para ambas as enzimas imobilizadas a reacdo utilizando geraniol e acido
propidnico ndo conduziu a producdo do produto de interesse. As nanoparticulas de
PHBV, poliuretano e a enzima CalB imobilizada em PHBV e PU foram previamente
caracterizadas pela obtencdo de imagens por microscopia eletronica de varredura
(MEV) e difratogramas de raios X (DRX), os quais apresentaram caracteristicas dos

polimeros PHBYV (cristalino) e PU (amorfo).

Palavras-chave: imobilizacdo, lipases, nanoparticulas, PHBV, poliuretano.
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IMMOBILIZATION OF LIPASES USING
POLY-HYDROXYBUTYRATE-CO-HYDROXYVALERATE (PHBV) AND
POLYURETHANE (PU) AS SUPPORTS
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05/2013

Advisors: Débora de Oliveira
Elisandra Rigo

José Vladimir de Oliveira

This study aimed to evaluate the immobilization of lipase PS Amano and Candida
antarctica B on two supports, nanoparticles of poly-hydroxybutyrate-co-
hydroxyvalerate (PHBV) and polyurethane (PU). For lipase PS Amano immobilization
in PHBV it was evaluated the enzyme concentration in a high pressure system.
Immobilization of lipase CalB at low pressure in PHBV was carried out assessing the
effects of time (30-150 min) and pH (5 to 10) on the immobilization process.
Immobilization tests were also conducted in polyurethane and subsequent
immobilization of CalB in this support. The stability of the enzymatic product was
evaluated at temperatures of 40, 60, and 80 °C and the ability to recycle and stability
to storage (4 °C) were evaluated for both supports. A study on the application of the
lipase CalB derivative as a catalyst in esterification reactions was performed. The
immobilized lipase PS amano in PHBYV resulted in low yields. Results regarding CalB
/ PHBV immobilization indicated times up to 120 min and optimum pH 7 to improve
immobilization of this lipase using PHBV as support. The exposure of enzyme CalB /
PHBV temperature at 60 °C for 21 h led to a decrease of only 67% of residual

activity. The derived enzyme retained 50% of its initial activity during storage for 30
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days at 4 °C. The influence of high temperature on immobilized CalB in PU after
21hours of exposure retained 100% of its activity. The assessment of reuse has
afforded good stability of the immobilized enzyme for 4 consecutive cycles for both
brackets. The application of immobilized enzyme to the production of geraniol oleate
showed 88% and 87.68% vyields for PHBV and PU, respectively. For the synthesis of
ethyl oleate immobilized CalB on PU and PHBV showed 17.43% and 19.34% vyields,
but for both immobilized enzymes the reaction with geraniol propionate showed no
conversion. Nanoparticles of PHBV, PU foams and enzyme immobilized CalB in
PHBV and PU were previously characterized by scanning electron microscopy (SEM)
and X-ray diffraction (XRD).

Keywords: nanoparticles, immobilization, PHBV, polyurethane, lipase.
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1. INTRODUCAO

As enzimas consistem em uma classe especial de proteinas em que a
atividade biolégica surge a partir de um sitio ativo, unido pela configuracao
tridimensional da molécula, onde pequenas mudangas neste sitio podem alterar a
funcionalidade da enzima, considerando que a desnaturacdo destas proteinas esta
diretamente associada a mudancas conformacionais de sua estrutura protéica
(Hendrickx et al., 1998; Mateo et al., 2007).

Assim, apesar das excelentes perspectivas que apresentam as enzimas como
catalisadores, sua aplicacdo industrial ndo é tdo imediata porque, apesar das
possiveis vantagens, as enzimas apresentam outras caracteristicas que limitam a
sua utilizacdo em escala industrial. Dentre estas destacam-se a solubilidade das
enzimas no meio de reacdo, o que inviabiliza economicamente sua separacédo dos
produtos, a utilizacdo destas como matéria-prima ndo reciclavel, gerando elevagéo
do custo operacional do sistema e a instabilidade operacional, restringindo a
aplicacao deste biocatalisador (Burton et al., 2002; Lorenz e Eck, 2005).

Neste contexto, a imobilizacdo apresenta-se como uma alternativa atraente,
considerando que ao se obter uma enzima imobilizada ativa e estavel, e com boa
especificidade ao substrato, a maioria das desvantagens dos biocatalisadores acaba
sendo eliminada e as enzimas podem ser utilizadas em processos industriais de
forma similar aos catalisadores quimicos (Zanin e Moraes, 2004; Rodrigues et al.,
2008).

As razbes para a escolha de um derivado imobilizado podem variar
dependendo da aplicacdo, incluindo: utilizacdo da atividade catalitica por um maior
periodo de tempo; possibilidade de operacdo continua do processo, com maior
facilidade de controle; facilidade de separacdo do produto final;, em alguns casos, a
ocorréncia de modificacdes favoraveis das propriedades cataliticas da enzima como,
por exemplo, maior estabilidade ao pH e a temperatura, entre outros (Mendes et al.,
2011; Da Roés et al., 2010), para isso sao utilizados suportes sélidos os gquais
permitem estas novas caracteristicas para os biocatalisadores (MilaSinovic et al.,
2010).



Para que o emprego de enzimas imobilizadas torne-se um processo
economicamente viavel, deve-se considerar o tipo de suporte empregado assim
como o método de imobilizagcdo. Entre os métodos de imobilizacdo de enzimas
disponiveis na literatura destacam-se a adsorcdo em materiais insoliveis, a co-
polimerizacdo empregando um mondmero reativo, o encapsulamento em gel ou
ligacdo covalente em suporte insolavel (Stark e Holmberg, 1989; Yasin et al., 2011).

Assim, diferentes suportes tém sido empregados para imobilizacdo de varias
enzimas, destacando-se atualmente os processos de microencapsulagcéo, os quais
podem ser empregados em diferentes areas da indUstria, em especial na formacéao
de microcapsulas ou revestimentos, com objetivo de isolar compostos instaveis, para
evitar a decomposicdo de um componente labil, em sistemas especificos e/ou de
liberacdo controlada (Garay et al., 2010). Em bioprocessos, os fluidos supercriticos
(FSC) podem também ser usados para formacao de particulas utilizando a técnica
de Disperséo da Solugdo Melhorada por Fluidos Supercriticos (SEDS) (Cocero et al.,
2009; Jung e Perrut, 2001), também como antissolvente liquido, apresentando como
principal vantagem a completa remoc¢éao do antissolvente pela reducédo da presséo
para a fase gas (Reverchon, 1999).

Neste contexto, varios polimeros foram investigados para o encapsulamento
de compostos (Sendil et al., 1999; Franceschi et al.,, 2008) tais como, o0s
polihidroxialcanoatos (PHAS), sendo o mais comum o poli (3-polihidroxibutirato)
PHB, com ponto de fuséo relativamente alto e capacidade de cristalizacdo rapida e,
portanto, utilizado juntamente com o co-polimero 3- hidroxivalerato, PHV formando
assim o PHBV produto mais estavel, resistente e menos quebradico (Pouton e
Akhtar, 1996; Tao et al., 2009).

Da mesma forma, destacam-se o0s poliuretanos, compostos que vém sendo
empregados como suportes enzimaticos para reacdées em meio organico devido a
sua resisténcia aos solventes organicos (Correia et al., 2011). A utilizacdo de
poliuretano tem sido relatada para aplicacfes clinicas, representando uma classe de
materiais com alta biocompatibilidade e processabilidade (Dulinska-Molak et al.,
2013).

As vantagens do uso de lipases imobilizadas em processos de esterificacao

sdo amplamente relatadas na literatura, considerando que esta proporcionaria a



elevacao dos rendimentos do éster sob suaves condicdes de operacéo, dispensando
etapas posteriores de purificagdo (Garcia et al., 2002). Esta tendéncia é vislumbrada
nas reacdes de sintese enzimatica para producdo de ésteres aromaticos naturais,
sendo a lipase o biocatalisador. Normalmente a induUstria quimica sintetiza os
aromatizantes e flavorizantes usando catalisadores quimicos os quais, geralmente,
levam a formacédo de subprodutos indesejaveis, e alto consumo de energia, assim a
sintese enzimatica surge como uma possibilidade de superar estes inconvenientes,
além de tornar o processo ambientalmente favoravel (Chiaradia et al., 2011).

No entanto, um grande inconveniente que se encontra atualmente é o alto
custo envolvido com o uso de enzimas imobilizadas (Chiaradia et al., 2011; Valério
et al., 2009; Dalla Rosa et al., 2008). Neste sentido, a busca por um biocatalisador
“‘ideal e de baixo custo”, respondendo as necessidades do mercado e as vantagens
da utilizacdo de lipases imobilizadas em relacdo ao potencial de aplicacdo destas,
consolidaram a proposta desta pesquisa, cujos objetivos foram tracados e seréo

apresentados a seguir.

1.1 Objetivos

O presente trabalho visa contribuir para o desenvolvimento da técnica de
Dispersdo de Solucdo Melhorada por Fluidos Supercriticos (SEDS) para
imobilizagcdo de lipases utlizando didéxido de carbono pressurizado como
antissolvente, e o polimero natural Poli (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV)
como agente encapsulante, em comparacdo a espuma de poliuretano (PU),
buscando avaliar a eficiéncia da imobilizacdo, estabilidade e a capacidade de
reciclos reacionais do biocatalisador imobilizado nos diferentes suportes para a
posterior aplicacdo destes em reacdes de sintese, na obtencdo de produtos de
interesse cientifico e tecnolégico.

Com base no objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram
delineados:

e Realizacdo do estudo da solubilidade das lipases de Burkholderia
cepacia (Pseudomonas cepacia) (Amano PS) e de Candida

antarctica B (CalB Liquida), em diclorometano e agua.



Avaliacdo da imobilizacdo a alta pressdo pela co-precipitacdo da

lipase Amano PS de Burkholderna cepacia (Pseudomonas cepacia)
em PHBV:

(@)

O

Avaliacdo da influéncia das variaveis do processo,
concentracdo de polimero, concentracdo de enzima,
pressao, temperatura, vazdo da solucdo enzimatica, vazado
do CO; e diametro do capilar na distribuicdo de tamanho das
particulas;

Avaliacdo da eficiéncia do encapsulamento utilizando fluidos

supercriticos pela atividade de hidrélise.

Avaliacdo da imobilizacdo a baixa pressdo da lipase de Candida

antarctica B (CalB) em nanoparticulas de PHBV:

O

Verificagcdo da precipitacdo do polimero PHBV utilizando a
técnica SEDS, para formacdo de nanoparticulas;

Imobilizacdo da lipase Candida antactica B soltvel utilizando
o método de adsorcdo em baixa pressdo (pressado
atmosférica);

Realizacdo do estudo dos parametros de imobilizagao:
tempo de contato da enzima com o suporte (30 a 150 min),
pH (5 a 10), da solugdo enzimatica usada no processo de
imobilizacdo e verificacdo do rendimento do processo de
imobilizacéo;

Avaliacdo da estabilidade da enzima livre e imobilizada a
baixa (4 °C) e alta temperatura (40, 60 e 80 °C).

Verificacdo da capacidade de reciclos reacionais possiveis
do imobilizado, através da sua utilizacgdo no meio reacional
para dosagem da atividade de sintese, indicando potencial
de ampliacdo do seu uso em reacdes de interesse.

Avaliacdo da imobilizacdo a baixa pressdo da lipase de Candida

antarctica B em espuma de poliuretano:



(@)

(@)

Imobilizacdo da lipase de Candida antactica B solivel em
espuma de poliuretano utiizando o método de
encapsulamento/incluséo;

Avaliagdo da estabilidade da enzima livre e imobilizada a
baixa (4 °C) e alta temperatura (40, 60 e 80 °C).

Verificagdo da capacidade de reciclos reacionais possiveis
do imobilizado, através da sua utilizacdo no meio reacional
para dosagem da atividade de sintese, indicando potencial

de ampliacédo do seu uso em reacdes de interesse.

e Verificacdo morfoldgica e estrutura dos suportes e dos imobilizados

obtidos:
o BET das nanoparticulas de PHBV;
o MEV das nanoparticulas de PHBV e CalB imobilizada em
PHBV;
o DRX das nanoparticulas de PHBV e CalB imobilizada em
PHBV;
o DRX das espumas de PU e CalB imobilizada em PU.

¢ Avaliacdo da aplicacdo da lipase CalB imobilizada em PHBV e PU,;

na catélise de reacfes de interesse industrial:

O

Reacdo de sintese utilizando geraniol e acido oléico como

substratos
Reacdo de sintese utilizando geraniol e acido propiénico

como substratos
Reacdo de sintese utilizando acido oleico e etanol como

substratos.

A descricdo do presente estudo foi realizada em capitulos, sendo que no

Capitulo 2 sera apresentada a revisdo da literatura sobre as técnicas e suportes

empregados para imobilizagcdo de lipases finalizando com a aplicacdo de enzimas

imobilizadas, buscando assim, realizar a fundamentacdo tedrica para todas as

etapas deste estudo.



No Capitulo 3 serdo descritos os materiais empregados nos experimentos,
como o aparato experimental utilizado para obtencdo das lipases imobilizadas, bem
como as metodologias empregadas em todo o processo de imobilizacdo e no estudo
da aplicacdo do imobilizado em reacbes de sintese. Os resultados obtidos neste
estudo serdo relatados e discutidos no Capitulo 4, sendo subdivididos na
imobilizacdo de duas lipases comerciais (Amano PS e CalB), em sistema a alta e
baixa pressdo com suporte PHBV e espuma de poliuretano. Na sequéncia, 0s
resultados e discussdo sobre a aplicacdo destes em reacfes de interesse seréao
abordados.

No Capitulo 5 serdo apresentadas as conclusfes obtidas apds a realizacdo
dos experimentos e discussdo dos resultados e, finalmente, as sugestbes para
trabalhos futuros referentes a presente pesquisa. O Capitulo 6 apresenta as

referéncias bibliogréaficas relevantes ao desenvolvimento deste trabalho.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serd apresentada uma breve revisdo sobre o estado da arte da
imobilizacdo de lipases, bem como sua aplicacdo em reacdes de interesse. Com
base no exposto e levando em consideracdo 0s objetivos delineados para este
trabalho, énfase especial sera dada as lipases comerciais Amano PS e de Candida
antarctica tipo B e sobre os suportes e métodos usados para imobilizacdo de
enzimas. Resultados da literatura concernentes aos obtidos nesta pesquisa

apresentarao especial destaque.

2.1 Enzimas

As enzimas tém sido usadas em sua forma nativa h4 séculos na industria de
alimentos, e mais recentemente, gragas a avangos tecnologicos, nas industrias
farmacéutica e quimica. O elevado desempenho catalitico apresentado por essas
proteinas em condi¢cbes brandas de reagdo (temperaturas amenas, pH neutros e
meio aquoso/organico), e a sua versatilidade, existindo um processo enzimatico
equivalente para cada tipo de reacdo, as torna atraentes para aplicacbes em
processos industriais (Marzzoco e Torres, 1999; Dalla Vecchia et al.,, 2004). A
existéncia deste panorama possibilitaria uma reducdo de custos fixos e variaveis em

relacdo aos catalisadores quimicos tradicionais.

2.1.1 Lipases

Dentre as inumeras enzimas aplicadas industrialmente destacam-se as
lipases (E.C.3.1.1.3), definidas como carboxilesterases que hidrolisam acilglicerois
de cadeia longa, que atuam na interface organico-aquosa, catalisando a hidrélise de
ligagbes éster carboxilicas de triacilgliceréis a fim de liberar &cidos organicos e
glicerol formando, assim, um grupo de enzimas com relevancia biotecnolégica. A
relacdo entre as velocidades da reacao direta (hidrélise) e da reacdo inversa
(esterificacdo) normalmente sdo controladas pelo contetdo de 4gua do meio de
reacao (Carvalho et al., 2003; Dalla Vecchia et al., 2004; Hasan et al., 2009).



Desta forma, as lipases sdo biocatalisadores flexiveis e proporcionam uma
grande variedade de reacdes de bioconversdo, tais como a hidrélise,
interesterificacdo, esterificacdo, alcoodlise, acidolise e amindlise. As lipases podem
atuar sobre uma variedade de substratos, incluindo 6leos naturais, triglicerideos
sintéticos e ésteres de acidos graxos (Dalla Vecchia et al., 2004; Aravindan et al.,
2007; Hasan et al., 2009).

O uso de lipases como catalisadores vem contribuindo para o rapido
crescimento da &rea de sintese orgénica quiral. A pesquisa nesta area busca a
descoberta de enzimas, mais eficientes que as atuais, novos compostos alvo, e
também de novos suportes sélidos convenientes, capazes de sustentar a atividade
enzimatica em meio organico. Neste contexto, ressalta-se a reutilizacdo de enzimas
imobilizadas, uma excelente abordagem para quimica verde, além de possibilidade
de reducdo do custo do processo e da quantidade necessaria desses
biocatalisadores, em geral, de alto valor agregado (Andrade et al., 2010).

Considerando a tecnologia enzimética, ressalta-se, segundo 0s autores
Castro et al. (2004) e Hasan et al. (2006), as maiores empresas produtoras mundiais
de lipases: Amano Pharmaceduticals (Japdo), Novozymes (Dinamarca), Genencor
International (EUA), Unilever (Holanda), Biocatalysts (Inglaterra) e Meito Sankyo
(Japéo).

2.1.1.1 Lipase Amano PS

Algumas caracteristicas da lipase Amano PS de Burkholderia cepacia
(Pseudomonas cepacia) sdo destacadas como esta ser constituida de 320
aminoacidos, massa molar 33 KDa, possuir alta preferéncia pela hidrélise de
triglicerideos de cadeia longa (Kim et al., 1997) e como biocatalisador apresenta
versatilidade e alta estabilidade para reacfes especificas (Panetal., 2010).

Recentemente, a lipase de Burkholderia cepacia vem sendo investigada como
biocatalisador em uma variedade de reacdes sintéticas, tais como hidrolise, acilacéo

enantiosseletiva e transesterificagdo (Andrade et al., 2010).



2.1.1.2 Lipase de Candida antarctica B (CalB)

A lipase de Candida antarctica do tipo B (CalB) possui estrutura globular,
sendo constituida de 317 residuos de aminoacidos, possui dimensdes de 30 A x 40
A x 50 A massa molecular (MM) de 33 kDa, pH 6timo entre 7 e 8 e 0 ponto
isoelétrico (pl) de 6,0 (Uppenberg et al., 1994; Brigida et al., 2008). A lipase CalB
consiste em uma interessante lipase, considerando o seu potencial de aplicagédo em
varios processos industriais (Arroyo et al., 1999).

Assim, nos Ultimos anos, pesquisadores tém mostrado interesse na lipase de
Candida antarctica, devido a suas propriedades, como a termoestabilidade e
estabilidade em pHs &cidos (Maria et al., 2004). Cabe ressaltar que apresenta uma
caracteristica peculiar em seu sitio catalitico, relacionado a habilidade em catalisar
diferentes transformacfes quimicas, caracteristica interessante a ser investigada em
pesquisas sobre as possibilidades de uso da enzima (Faber, 1997; Kwon et al.,
2007).

2.1.2 Aplicagdes industriais de lipases

A aplicacdo das lipases como biocatalisadores em processos industriais tem
ocorrido em industrias alimenticias, téxtil, de papel; e celulose, detergentes, dleos e
gorduras, etc. Assim, esta classe de enzimas vém conquistando uma faixa crescente
do mercado de enzimas industriais com novas aplicacbes biotecnologicas
estabelecidas com sucesso na sintese de biopolimeros e biodiesel, a producdo de
compostos farmacéuticos enantiopuros, agroquimicos e sabores (flavour) (Dalla
Vecchia et al., 2004; Castro et al., 2004; Brigida, 2006; Hasan et al., 2009; Kapoor e
Gupta, 2012).

Assim, fazem parte de um grupo de enzimas onde o interesse comercial tem
aumentado, em funcdo da possibilidade de reverter sua forma de atuagcdo em meio
organico, de tal forma que reacdes de esterificacdo e interesterificacdo possam ser
conduzidas. Tais reacdes sao de extrema importancia para o desenvolvimento de
novas rotas de processo, para obtencao de produtos novos ou conhecidos a custos

mais competitivos ampliando, simultaneamente, o potencial de aplicacdo das



10

enzimas em processos (Castro et al., 2004; Aravindan et al., 2007; Idris e Bukhari,
2012).

Na industria de alimentos, as lipases sdo usadas para geracao de bens de
consumo em reacdes de degradacao de Oleos e gorduras, manufatura de fermento e
queijo, tratamento de efluentes, biossensores para utilizacdo em analises de
alimentos, e de contaminacdo de ambientes, sintese de ésteres, como agentes
aromatizantes na industria alimentar, entre outras (Hasan et al., 2006; Martins et al.,
2008; Machado, 2011).

Castilho (2001) enfatiza a importancia para a escolha da enzima “ideal” que
serd conduzida apés cuidadosa investigacdo sobre os fatores que influenciam sua
aplicacdo em processos industriais. Esta definicdo repercute na necessidade de
estudos quanto ao uso de lipases principalmente em aplicagdes industriais de larga
escala, em virtude de suas caracteristicas peculiares: biocatalisadores acessiveis,
ou seja, de facil producao, baixo custo de geracao, ndo requerimento de cofatores,
operacdo em condi¢cbes brandas de temperatura e pH, minimizacdo de problemas
de isomerizacdo, racemizac¢ao e rearranjo e estabilidade a solventes organicos.

Neste contexto, muitos dos ésteres disponiveis sdo produzidos por sinteses
enzimaticas. A produgédo biotecnologica de ésteres utilizando lipases tem recebido
atencdo devido as condi¢cbes de reacdes brandas (temperatura, pH e pressao)
envolvidas, o elevado grau de pureza alcancado, bem como a aceitacdo destes
produtos na indUstria de alimentos (Martinez et al., 2004).

A sintese enzimatica do oleato de etila e de outros ésteres do acido oleico em
solventes organicos por exemplo, tém sido estudada utilizando-se lipases de
pancreas de porco e de 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, 2004; Maria et al.,, 2004; Foresti e Ferreira 2005). Neste contexto,
diferentes exemplos de aplicacBes industriais de lipase podem ser observados de
forma mais clara na Tabela 1, onde encontra-se especificado o tipo de reacgao

catalisada e seu produto.



Tabela 1- Aplicacdes industriais de lipases.

Area industrial

Aplicacao

Produto

Referéncias

Alimentacéao

Transesterificagdo de

6leos naturais

Hidrélise de oleos
(acidos graxos), di e

monotriglicerideos

Oleos e gorduras

modificadas

Agentes flavorizantes
e aromas para

alimentos e bebidas

Carvalho et al. (2003)
Castro et al. (2004)
Brusamarelo et al. (2010)
Mendes et al. (2011)

Pandey et al. (1999)
Reetz (2002)
Hasan et al. (2006)

Transestereficacdo de | Biodiesel Dalla Rosa et al. (2008)
Oleos vegetais Dalla Rosa et al. (2009)
Remocéo de Detergentes Paques e Macedo (2006)
Quimica manchas/gordura
Pre-tratamento Residuos contendo Mendes et al. (2005)
enzimético de menos gordura Basheer et al. (2011)
efluentes oriundos de Salihu et al. (2012)
abatedouros e
industrias de laticios
Sintese de esteres Esteres, Lozano et al. (2004)
emulsificantes Paroul et al. (2011)
Dosagem de Kits diagnosticos
Médica triglicerideos do (R,S)-ibruprofeno, Sharma et al. (2001)
sangue e resolugao (R,S)-naproxeno
enantioseletiva
Cosméticos Sintese de esteres Fragancia para Paroul et al. (2010)

perfumes

A lipase de CalB encontra-se comercialmente disponivel em forma de
formulacbes para aplicacbes em solventes organicos ou meio aquoso. Estas
formulagBes sdo bastante ativas mesmo em baixa atividade de dgua e podem tolerar

solventes relativamente polares como a acetonitrila (Rotticci et al., 2000). Muito tem
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sido publicado sobre o uso de lipases para catalisar biotransformacfes, varias
dessas reacOes sao realizadas em meios ndao aquosos. Certamente, a lipase de
CalB tem sido uma das lipases mais amplamente investigada neste sentido (Ventura
etal., 2011).

Dentre as principais aplicacdes da lipase de CalB em processos industriais,
destacam-se a: sintese de compostos opticamente ativos na indUstria farmacéutica
(Arroyo et al., 1999; Straathof et al., 2002), sintese de ésteres usados na indUstria de
aromas (Lozano et al., 2002; Larios et al., 2004; Passicos et al., 2004; Mateo et al.,
2005); sintese de oleato de etila, para aplicacbes em industrias de cosméticos,
lubrificantes, alimentos e farmacos; sintese de lactato de butila, éster bastante
utiizado em industria de alimentos, cosméticos e farmacéutica por possuir
propriedades higroscépicas, emulsificantes e esfoliantes (Pirozzi e Greco Junior,
2004), sintese de ésteres de vitaminas, objetivando tornar estas ultimas sollUveis em
Oleo para adicdo em produtos alimenticios e outras como sintese de aguUcares
(glicidol) (Maugard e Legoy, 2000; Adamczak et al., 2005).

2.2 Estabilidade das lipases

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou
biolégicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a catalise
seja eficiente em um determinado processo, ha necessidade de protegé-las da
interacdo com o solvente, meio no qual é realizada a reacao, pois 0 mesmo poderia
provocar a inativacdo, impossibilitando a catalise da reacdo (Dalla Vecchia et al.,
2004; Poojari e Clarson, 2013).

Portanto, o principal interesse em imobilizar uma enzima €é obter um
biocatalisador com atividade e estabilidade (térmica, operacional e de estocagem)
que ndo sejam afetadas durante o processo, em comparag¢do a sua forma livre. A
estabilidade térmica da CalB imobilizada a 40, 50, 55, 60 e 70 °C tem sido reportada
nos trabalhos de Arroyo et al. (1999), Cruz et al. (2009), Silva et al. (2012a) e
Poojari e Clarson (2013).

A avaliagdo da estabilidade operacional da CalB imobilizada foi reportada por
Magnan et al. (2004) para sintese de butil acetato por 4 ciclos e Rodrigues et al.

(2008) para sintese de butil butirato sendo eficiente por 6 ciclos.
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2.3 Métodos para Imobilizagdo de Enzimas

A imobilizacdo de enzimas tem sido uma estratégia para a maioria das
aplicacbes em grande escala devido a facilidade de reutilizacdo do catalisador,
operacédo continua e purificacdo do produto (Kim et al., 2006). A Figura 1 apresenta,
esquematicamente, a classificagdo dos métodos utilizados para imobilizacdo de

enzimas.
Figura 1- Métodos de imobilizacdo de enzimas (Dalla Vecchia et al., 2004).
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O desempenho da enzima imobilizada depende em grande parte da estrutura
do suporte (Wang et al., 2009). Assim, apresenta-se a seguir, de maneira sucinta,

algumas técnicas que vém sendo empregadas para a imobilizacdo de enzimas.
2.3.1 Encapsulamento

2.3.1.1 Matriz
O método de imobilizacdo no interior de um suporte consiste na formacao de
uma matriz porosa na presenga da enzima, envolvendo-a em uma estrutura

tridimensional, e/ou a retengcdo do biocatalisador por uma membrana porosa. Em
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ambos os casos, a enzima tem sua mobilidade mantida, pois ndo sdo envolvidas
ligacdes fisicas ou quimicas entre a enzima e o0 suporte. Contudo, somente
substratos de baixa massa molecular podem ser empregados com este tipo de
enzima imobilizada (Rosevear et al., 1987).

A vantagem da encapsulacdo de enzimas se deve a grande area superficial
de contato entre 0 substrato e a enzima no interior do suporte, porém, existem
algumas desvantagens que devem ser levadas em consideracdo, como a possivel
inativacdo da enzima durante o processo de imobilizacdo, os possiveis efeitos de
inibicdo por produtos no interior da matriz e a alta concentracdo de enzima que é
necessaria (Mariotti, 2000; Dalla Vecchia et al., 2004; Mendes et al., 2011; Datta et
al., 2013).

2.3.1.2 Membranas

Neste método a enzima encontra-se fisicamente separada do meio de reacéo,
através de uma pelicula (membrana) semipermeavel, que por sua vez pode ser
subdividido em:

Encapsulamento: A enzima € imobilizada no interior de esferas, cujo
envoltorio é constituido por um polimero geliforme e semipermeavel. O
procedimento classico consiste em se dissolver a enzima em uma solugdo aquosa
de alginato de sédio, que é gotejada sobre uma solucdo aquosa contendo ions
bivalentes (Ca®*, por exemplo). Tdo logo a gota de alginato de sédio entra em
contato com a solucéo salina, forma-se uma esfera, dentro da qual as moléculas de
enzima ficam retidas, cuja membrana € constituida pelo polimero de alginato de
calcio (Lima et al., 2001).

Membranas fibrosas semipermeaveis: Este método de imobilizagédo
consiste no confinamento da enzima numa dada regido da solucéo, através de uma
membrana semipermeavel (diametro médio de poros da ordem de 200 um). Nesse
caso nao ha riscos de desnaturacdo da enzima, pois ndo sdo empregados reagentes
quimicos. No entanto, as limitages difusionais sdo intensas (Lima et al., 2001).

Microencapsulamento: Basicamente consiste na preparacdo de um
sistema emulsionado, onde a enzima esta confinada no interior de micelas. Assim,

mistura-se num recipiente adequado a solucdo aquosa de enzimas,
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hexametilenodiamina, fase organica, emulsificante e cloreto de sebacila. O tamanho
das microcapsulas e as propriedades da membrana sdo determinadas pelos fatores:
composicdo da mistura, concentracdo dos reagentes, agitacdo e tempo de reacdo
(Lima etal., 2001).

Entrelacamento em triacetato de celulose: Este método pode ser
considerado como um caso particular do processo de microencapsulacéo, e que
consiste do seguinte: a solugdo aquosa contendo a enzima € dispersa numa solucao
de triacetato de celulose em cloreto de metileno. A mistura € extrudada através de
finos orificios e € recolhida num recipiente contendo tolueno. Como o triacetato de
celulose é insoluvel nesse solvente, forma-se entdo um coagulo fibroso em cujas
fibras as moléculas da enzima ficam retidas (Lima et al., 2001).

Entrelacamento em polimeros: Consiste no aprisionamento das
moléculas de enzima entre as malhas de um polimero geliforme, o qual é preparado
da seguinte maneira: num recipiente adequado sdo colocados a enzima, um agente
bifuncional (por ex., bisacrilamida) um mondmero (por ex., 2-hidroximetilacrilamida) e
uma substancia geradora de radicais livres (por ex., persulfato de aménio). Depois
de certo tempo ocorre a gelificacdo, e em seguida o gel é dividido em particulas de

dimensdes conhecidas (Lima et al., 2001).

2.3.2 Ligacao

2.3.2.1 Adsorcao

A imobilizacdo de enzimas por adsor¢éao ocorre quando uma enzima se liga a
um suporte solido através de interagBes idnicas, adsorcdo fisica, ligacdes
hidrofébicas, ligacbes eletrostaticas e forca de Van der Waals ou mesmo por
combinac&o destas interacdes. E um processo simples, suave e ndo deletério para a
maioria das enzimas, sendo despreziveis os efeitos difusionais (Lima et al., 2001;
Brigida, 2006).

Varios materiais podem ser usados para este propdésito e a escolha de um
deles depende de suas propriedades, como forca mecénica, estabilidade fisica e
quimica, carater hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsorcédo de enzima e custo
(Dalla Vecchia et al., 2004).
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Os suportes para adsorcdo, tanto na fase sélida ou liquida, podem ser
organicos (derivados da DEAE-celulose, Dowex,) e inorganicos (celite, bentonita,
alumina, argilas, zedlitas, Accurel), entre outros (Lima et al., 2001; Scherer et al.,
2011).

O sucesso e a eficiéncia da adsor¢cdo de uma enzima em um suporte, que em
geral é na superficie, depende de varios parametros, tais como tamanho da proteina
a ser adsorvida, area superficial do adsorvente e, principalmente, da porosidade e
tamanho do poros. O uso de suportes porosos é vantajoso porque a enzima é
adsorvida no interior dos poros. A eficiéncia depende também da concentracdo da
enzima. A quantidade de enzima adsorvida por quantidade do suporte aumenta com
a concentracao do biocatalisador, atingindo um patamar de saturacéao (Dalla Vecchia

etal., 2004).

2.3.2.2 Ligagdes covalentes

A enzima é ligada ao suporte inerte mediante ligacdes quimicas covalentes,
que sao, normalmente, estabelecidas entre os grupos aminos primarios e o anel
fendlico dos aminoacidos constituintes da enzima com 0s grupos reativos do suporte
(-CHO; -NCS, dentre outros). Em geral, o processo € realizado em meio aquoso, a
temperatura entre 0°C e 25 °C e pH préximo a neutralidade. A escolha das
condicbes ird depender da estabilidade da enzima e do suporte frente ao pH de
formacao das ligagcbes covalentes, assim como da estabilidade das ligagbes suporte-
enzima frente ao pH de utilizacao do sistema imobilizado (Lima et al., 2001).

Existem inUmeros materiais que podem ser usados para imobilizar enzimas. A
natureza fisica desses suportes pode variar, desde materiais geliformes até
superficies solidas (laminas de aco, pérolas de vidro, por ex.) recobertas com
alguma substancia capaz de interagir com a enzima (Lima et al., 2001).

Geralmente as condi¢des de imobilizacdo para uma dada enzima s6 poderao
ser estabelecidas empiricamente. O procedimento consiste em imobilizar a enzima
em varios suportes por meio de diferentes métodos, avaliando-se, a seguir, a
atividade do sistema imobilizado. Logicamente, o bindmio suporte-método mais
adequado sera aquele que propiciar maior atividade apés a imobilizacao (Lima et al.,
2001).
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Uma revisdo detalhada sobre imobilizacdo de enzimas utilizando diversas
técnicas, exceto as que utilizam fluidos supercriticos (FSC), pode ser encontrada no
trabalho de Scherer et al. (2011), onde o mesmo utilizou vinte e um diferentes
suportes inorganicos para imobilizacdo da lipase de pancreas suino.

Portanto, a escolha do método de imobilizacdo e do tipo de suporte
dependera, essencialmente, de dois fatores: a) das caracteristicas peculiares da
enzima; b) das condicbes de uso da enzima imobilizada. Dado a variabilidade
desses fatores, pode-se afirmar que ndo existe um método geral de imobilizacdo e

nem um suporte universal (Lima et al., 2001).

2.4 Suportes para imobilizacdo de enzimas

Nao ha um suporte universal para todas as enzimas e suas aplicacdes, mas
um numero de caracteristicas desejaveis comuns deve existir para aplicar na
imobilizacdo de enzimas. Entre elas inclui-se: alta afinidade para proteinas,
presenca de grupos funcionais reativos para reacdes diretas com enzimas e para
modificacdes quimicas, hidrofilicidade, estabilidade mecéanica, regenerabilidade
(Silva, 2007). Ainda, tem havido um crescente interesse em COMpPOStos
biodegradaveis devido a preocupagdo com impacto ambiental. InGmeros suportes
tém sido apresentados na literatura para imobilizacdo de enzimas. Enfase sera

dada, neste capitulo, aos suportes utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

2.4.1 Poli (hidroxibutirato-co- hidroxivalerato)

Entre os Varios plasticos biodegradaveis e disponiveis, polihidroxialcanoatos
(PHAs), uma familia de poliésteres alifaticos, vem ganhando interesse significativo.
PHAs sado poliésteres de diferentes hidroxialcanoatos que s&o sintetizados e
acumulados intracelularmente como o carbono e material de armazenamento de
energia em diversos microrganismos. Os PHAs sdo amplamente utilizados em varias
aplicacdes biomeédicas, incluindo a liberagcdo de farmacos (drogas), devido a sua
excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade (Costa et al., 2007;Javadi et al.,
2010).
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O tipo mais comum de PHAs é o poli (3-hidroxibutirato) (PHB). O PHB possui
propriedades semelhantes as do polipropileno (PP), como o ponto de fusdo, grau de
cristalinidade e temperatura de transicdo vitrea. Porém, o PHB é mais fragil que o
PP, o que pode restringir suas aplicacdes. Em contrapartida, copolimeros de PHB
com 3-hidroxivalerato (PHBV) (Figura 2) sdo menos rigidos e mais resistentes
(Costa et al., 2007).

Figura 2 - Férmula estrutural plana do poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (Tao et

al., 2009).
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O PHBYV poli (B-hidroxibutirato-co-B-hidroxivalerato) € um poliéster alifatico
termoplastico ativo opticamente. Pode ser produzido por fermentacdo bacteriana de
materiais naturais renovaveis. Possui algumas propriedades desejaveis, tais como
biodegradabilidade e biocompatibilidade (Wang et al., 2005; Tao et al., 2009).

Tao et al. (2009), tém reportado a utilizacdo de blendas de PHBV e poli
(propileno carbonato), visando estudar as caracteristicas térmicas e velocidade de
degradacéo.

Costa et al. (2007) relataram a micronizacdo de poli (3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV) precipitado em uma solucdo de diclorometano utilizando a
técnica antissolvente supercritico (SAS). A pressao variou de 80 a 100 bar e a
temperatura foi mantida fixa em 40 °C. Foram obtidas microesferas com diametros
que variaram de 3 a 9 um, sendo as melhores condi¢cdes de processo 40 °C, 100
bar, 1 mL.min vaz&o de solugcdo e 10 mL.min"* vazio de diéxido de carbono.

A utilizacdo de microcépsulas de (poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato),
ou simplesmente PHBV, no campo da biomedicina vem ganhando importancia.
Como exemplo pode-se citar o estudo da avaliagcdo da eficiéncia de encapsulamento
da tetraciclina neutralizada onde obteve-se de 51,9 a 65,3% de encapsulamento do

medicamento. Neste estudo foi verificada que biodegradabilidade ndo foi um
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parametro significativo na liberacdo de microcapsulas, pois a liberacao foi completa
antes que qualquer sinal de degradacao fosse observado (Sendil et al., 1999).

Franceschi et al. (2009) realizaram um estudo de precipitagdo de (3-caroteno
utilizando a técnica SEDS, onde foram avaliados o efeito da presséo (80 a 120 bar),
temperatura (20 a 40 °C), vazado de antissolvente (20-40 mL.minY), vaz&o da solucéo
(1 a 4mL.min?) e concentragdo de B-caroteno (4 e 8 mg.mL?). Foram obtidas
particulas precipitadas de B-catoteno com tamanho médio de 3,2 a 96,8 um nas
seguintes condi¢cOes: pressdao de 80 bar, temperatura de 40 °C, vazdo de
antissolvente 40 mL.min " e vazdo da solugdo 1 mL.min™.

Priamo et al. (2010) estudaram o encapsulamento de (3-caroteno em polimero
PHBV com diclorometano como solvente organico, utilizando a técnica SEDS. Para
0s experimentos de precipitagdo com 0s compostos puros foram investigados a
concentracdo de B-caroteno (4 e 8mg.mL™) e PHBV (30mg.mL™) na solucdo
organica, pressdo (80 a 200 bar), vazio da solucdo fixada em 1mL.min™*, vaz&do do
antissolvente 40mL.min™! e temperatura constante de 40 °C.

Nos experimentos de co-precipitagdo foram avaliados a concentragdo de [3-
caroteno (2 a 30 mg.mL™) sendo mantidas fixas: concentracdo de PHBV (30
mg.mL™) , temperatura (40 °C), presséo (80 bar), vazdo da solucdo (1 mL.min™) e
vazdo do antissolvente (40 mL.min™}). Os resultados de encapsulamento mostram
que o aumento da concentracdo de [(-caroteno resulta em um aumento do
percentual de soluto encapsulado, aumentando a eficiéncia de encapsulamento
(Priamo et al., 2010).

A preparagdo de produtos que liberam a droga requer a utilizagdo de uma
fase movel que se dissolve e carrega o componente da droga, que também se
expande e se estende na matriz polimérica, facilitando a difusdo da droga e
aumentando a taxa de impregnacdo. Convencionalmente, a preparacdo destes
sistemas envolve trés etapas: solubilizacdo do farmaco em um solvente adequado,
difusdo do farmaco através do polimero e eliminacdo do solvente residual (Duarte et
al., 2007). Polimeros tém sido impregnados com medicamentos pela dissolu¢cdo da
droga em um fluido supercritico e por contato da mistura do fluido resultante com as

particulas do polimero sendo impregnadas (Cocero et al., 2009).
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Assim, a geracdo de particulas é certamente uma area de intenso estudo e
vem recebendo a atencdo principalmente das industrias farmacéuticas e
biotecnolégicas. Nas aplicacbes abordadas até agora, a caracteristica comum foi um
solvente na fase fluido, sendo que o CO, é o mais amplamente empregado. Para
estas aplicacbes pode-se tomar vantagem da proximidade do ponto critico e das
propriedades termodinamicas nesta regido. Sabe-se que o CO; dissolvido provoca
uma reducdo consideravel na viscosidade do polimero fundido, devido ao aumento
no volume livre (Kikic, 2009).

Impregnacéo utilizando tecnologia supercritica provou ser viavel quando o
composto € soluvel em dioxido de carbono e o polimero pode ser impregnado pelo
fluido supercritico. Um produto de alta pureza, livre de solventes residuais é obtido,
uma vez que solventes orgéanicos estao envolvidos no processo de impregnagao. Os
fluidos supercriticos, especialmente dioxido de carbono supercritico, foram
identificados como os principais compostos para desenvolver processos alternativos
limpos para a preparacao de farmacos envolvidos em matrizes poliméricas. Quando
ocorre a despressurizagdo, o gas se difunde rapidamente para fora do polimero,
desplastificando-o e garantindo a completa remocdo de solvente, sem expor 0s
polimeros e farmacos a altas temperaturas, que podem degrada-los (Duarte et al.,
2007).

2.4.2 Processos de formacdo de micro e nanoparticulas empregando fluidos

pressurizados

Os fluidos supercriticos (FSCs) tém sido propostos como meios para a
producdo de nanomateriais. As propriedades que fazem os fluidos supercriticos
particularmente atraentes sdo a difusividade como gas, o poder solvente
continuamente ajustavel, a seletividade e a possibilidade de sua eliminacédo
completa no final do processo (Reverchon e Adami, 2006).

O CO; é o fluido supercritico mais amplamente utilizado devido a suas
propriedades fisicas perto de seu ponto critico (Tc = 31,1°C, Pc = 73,8 bar), além
disso, ndo é téxico, € quimicamente inerte e relativamente barato (Wu e Li, 2008;
Kang et al., 2008; Kikic, 2009).
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A utilizacdo de fluidos supercriticos em tecnologias para processamento de
polimeros inclui a polimerizacdo, fracionamento, formacdo de espuma, tingimento
limpregnacdo, encapsulamento e micronizacdo (Kikic, 2009). Na industria
alimenticia, os FSC tém sido utilizados em processos em grande escala como a
descafeinacdo de gréos de café e folhas de cha preto e na extracdo de sabores
amargos (acidos) a partir do ldpulo. Em processos de menor escala refere-se a
extracdo e concentracdo de 6leos essenciais, aromatizantes e oleorresinas de alto
valor agregado, e a remocao de pesticidas de material vegetal (Brunner, 2005).

A tecnologia de alta pressdo também tem sido utilizada para inativacao
enzimatica, poréem ndo ha evidéncias de que a alta pressdo possa provocar
estabilizacdo e ativacdo de algumas enzimas. Dentre as varias estratégias
empregadas para aumentar a estabilidade da enzima, inclui-se: a engenharia
genética e a imobilizacdo, que atuam em meios ndo aquosos (Eisenmenger e
Reyes-de-Corcuera, 2009).

Na literatura estdo reportadas varias técnicas de micronizacdo que levam em
consideracdo as caracteristicas especfficas dos fluidos sub e/ou supercriticos. As
técnicas de micronizacdo podem ser interessantes para uUsO COmMO suportes
nanoestruturados, os quais segundo os pesquisadores Wang et al. (2009) séao
capazes de manter a atividade catalitica, bem como garantir a eficiéncia de
imobilizacdo da enzima.

Estas técnicas estdo divididas em trés categorias principais que empregam

CO, como fluido pressurizado na forma de solvente, soluto ou antissolvente.

2.4.2.1 Fluidos supercriticos como solventes: (RESS, SSI)

O processo de Rapida Expansdo de Solugdes Supercriticas (RESS) envolve a
precipitacdo do soluto em uma solucdo supercritica homogénea pela rapida
expansao da mesma em condicdes ambientes de temperatura e pressdo. O
processo RESS também tem sido usado para produzir compostos (Cocero et al.,
2009).

Entretanto, a principal limitacdo das técnicas de precipitacdo é a baixa
solubilidade de muitas substancias em CO; supercritico. Esta limitacdo é,

obviamente, ainda mais grave para aplicacfes de co-precipitacdo em que 0 suporte
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e a substancia ativa tem de ser sollveis em CO, supercritico. No entanto, ha
algumas aplicagfes relacionadas ao encapsulamento de farmacos em biopolimeros
(Cocero etal., 2009).

Polimeros podem ser impregnados com drogas pela dissolucdo da droga
em um fluido supercritico e em seguida, entram em contato com a mistura resultante
do fluido com as particulas do polimero a serem impregnadas. Este processo é
chamado Impregnacdo de Solvente Supercritico (SSI). E possivel dissolver outra
substancia no CO, para melhorar a solubilidade da droga (co-solvente) ou para
melhorar a dispersédo da droga no polimero (surfactante) (Cocero et al., 2009).

Vérias propriedades dos produtos tais como encapsulamento da droga ou
penetracdo profunda da droga podem ser modificadas pelo ajuste dos parametros
como a taxa de despressurizacdo, o tempo de impregnacdo e pela mudanca de
densidade do solvente através da mudanca de pressdo e temperatura. A
incorporacdo da droga para dentro do polimero pode ocorrer por precipitacdo da
droga durante a despressurizacdo pelo processo RESS. Um mecanismo alternativo
que pode resultar em caracteristicas muito melhores do produto € a impregnacao
de drogas para dentro do polimero durante o processo com a alta pressao, devido a
afinidade do soluto com a matriz polimérica. A impregnacdo da droga por esse

mecanismo € auxiliado pelo efeito de plastificagcdo e inchagco causado pela

dissolucdo do CO, dentro do polimero (Cocero et al., 2009).

2.4.2.2 Fluidos supercriticos como soluto: Particulas de Solu¢Bes Saturadas
em Gas (PGSS)

A técnica das Particulas de Solugbes Saturadas em Gas (PGSS) emprega
fluidos sub ou supercriticos como soluto. Este processo é indicado para formar
particulas de materiais que absorvem fluidos supercriticos em altas concentragdes.
O fluido supercritico ou gas comprimido € dissolvido em um material sélido fundido
e esta mistura a alta pressdo € rapidamente despressurizada acarretando na
formacdo de particulas por precipitacdo devido ao efeito intenso de resfriamento
causado pela liberacédo de CO, (Cocero et al., 2009; Franceschi, 2009).

O processo PGSS é especialmente adequado para produzir particulas de
polimeros e também para incorporacdo de substancias ativas dentro dessas

particulas. Nesta aplicacdo, o efeito de plastificagdo e o inchaco causado pela
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dissolucdo de CO, pode aumentar novamente a incorporacao da substancia ativa. O
processo PGSS também pode ser usado para a geracdo de particulas de fluido.
Neste processo, 0 material de suporte utilizado é derretido, sendo misturado com o
liquido a ser encapsulado. Ambos 0os componentes sdo pressurizadas com bombas
e administrado em um sistema de mistura. Como no processo de SSI, a substancia
ativa pode ser incorporada ao sistema ou de um modo segregado (formando

particulas distintas), ou por adsorcao no sistema (Cocero et al., 2009).

2.4.2.3 Fluidos supercriticos como antissolventes: (GAS/SAS/PCA/ASES/
SEDS/SFEE)

Neste processo, o fluido supercritico € utilizado como um antissolvente que
provoca precipitacdo de substratos inicialmente dissolvidos em um solvente liquido.

A precipitacdo com Antissolvente Supercritico (SAS) é baseado no contato de
uma solucdo de solutos de interesse em um liquido solvente convencional com um
fluido supercritico. Ap6s a mistura, o fluido supercritico satura o liquido solvente e
esgota-0 por extracdo. A saturacdo do solvente liquido pelo fluido supercritico
provoca a precipitacdo do soluto por um efeito antissolvente (Cocero et al., 2009).

No meétodo Gas Antissolvente (GAS), uma quantidade da solugcdo €
expandida varias vezes, misturando com um gas denso. Devido a dissolug&o do gas
comprimido, o solvente expande tendo uma forca menor do que o solvente puro. A
mistura fica supersaturada, levando a precipitacdo do soluto em microparticulas
(Jung e Perrut, 2001).

Na técnica de Precipitagdo do Antissolvente Comprimido (PCA), a cAmara de
precipitacdo € carregada com o antissolvente comprimido e a solucdo é aspergida
para o interior da camara contendo o antissolvente. No momento em que um
determinado volume da solucéo tiver sido aspergido no antissolvente, a aspersao
desta € interrompida e é iniciada a passagem de antissolvente pela camara de
precipitacdo para realizar a secagem das particulas precipitadas (Franceschi, 2009).

O processo de Dispersdo da Solugdo Melhorada por Fluidos Supercriticos
(SEDS) consiste em um decréscimo do poder solvente do solvente liquido onde o

substrato encontra-se dissolvido, pela saturacdo do didéxido de carbono em
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condicdes supercriticas, causando a precipitacdo do substrato ou recristalizacao
(Jung e Perrut, 2001).

No método SEDS, o dioxido de carbono supercritico € o agente de disperséo,
além de ser um antissolvente. Neste método de dispersdo a mistura €é mais
vigorosa gerando particulas menores do que aquelas obtidas no método SAS
(Bahrami e Ranjbarin, 2007).

Franceschi et al. (2008), reportaram com sucesso a Uutilizacdo da técnica
SEDS para precipitagdo de B-catoteno puro e copolimero poli(3-hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) PHBYV, utilizando dioxido de carbono supercritico como
antissolvente.

Sistema de Extracdo de Solvente em Aerossol (ASES) consiste no processo
de pulverizacdo do substrato em solventes organicos. A dissolucdo do fluido
supercritico nas goticulas de liquido € acompanhada por uma expansdo de grande
volume e, consequentemente, uma diminuicdo do poder de solvente liquido,
causando um aumento acentuado da supersaturacdo na mistura liquida, e a
consequente formacédo de particulas pequenas e uniformes (Jung e Perrut, 2001).

A Extracdo de EmulsGes por Fluidos Supercriticos (SFEE) vem surgindo
como meio alternativo de encapsulamento. Aplicacdo de fluidos supercriticos na
tecnologia de particulas com emulsdes aparece como uma decisdo natural para
evitar os principais problemas de cada uma das tecnologias separadas. Técnicas de
emulsdes normalmente envolvem grandes quantidades de solventes orgéanicos, e a
remocao deles envolve técnicas de separacdo adicionais e o uso de altas

temperaturas (Cocero et al., 2009).

2.4.2 Espumas de poliuretano

Os poliuretanos (PUs) sao formados pela reacdo de adicdo entre um
zisocianato, composto que contém o grupo [-N=C=0] e um hidrogénio acido (H+)
existente em outro composto. A reacdo de adicdo ocorre atraves da dupla ligacao
C=N, sendo a reacdo mais importante a que ocorre entre um isocianato e um
composto que contenha o grupo —OH (hidroxila), formando ésteres carbamicos,

denominados uretanos (Matsui, 2007).
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As etapas de polimerizacdo estdo apresentadas na Figura 3 onde claramente
pode ser visualizado o esquema que representa a nucleagdo e o crescimento da
espuma de PU (Vilar, 2013).

Figura 3 - Esquema representativo das etapas para formacdo da espuma de PU
(Vilar, 2013).

F o

IO
"

(a) ar; (b) fase poliol; (c) fase isocianato; (d) mistura e nucleacio;
(¢) difusdo do carbdnico para as células;  (f) crescimento das células esféricas:
(g) crescimentos das células tetraédricas:

Poliuretanos sdo amplamente utilizados em varios campos, tais como a
producdo de espumas de plastico, almofadas, artigos de borracha, sintéticos couros,
adesivos, tintas, e fibras. Eles sdo considerados uma tecnologia promissora para
uso como suportes para imobilizagdo de enzimas para uso em reagdes em meios
organicos, considerando que estes possuem propriedades Unicas tais como a
resisténcia a 0leos, solventes e gorduras (Guncheva etal., 2011).

A aplicacdo dos PUs como suportes enzimaticos aplicados em reagdes em
meio organico foi descrita por Correia et al. (2011). Os autores consideraram a sua
resisténcia aos solventes organicos, onde neste caso a lipase ficou retida na
estrutura porosa da matriz por meio de ligagdes covalentes.

A utilizacdo de poliuretano na imobilizacdo de enzimas também foi relatado
por Silva et al. (2013) utilizando inulinase de Aspergillus niger. A avaliacdo da
estabilidade operacional foi verificada por 60 dias utilizando sacarose e inulina como
substratos, resultando 49,7 e 49,4 % da atividade inicial, respectivamente por 1008 h
e 24 ciclos.

A imobilizacdo de Candida rugosa em espumas de poliuretano foi relatada no

trabalho de Pires-Cabral et al. (2007) para producéo de etil butirato.
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Portanto, materiais de poliuretano podem ser utilizados nas seguintes formas:
espumas, microesferas, microcapsulas, nanoparticulas e membranas, em areas da
bioquimica e biotecnologia, como suportes adequados para imobilizacdo de enzimas
(Garcia, 2010).

2.5 Enzimas Imobilizadas

O uso de enzimas na forma livre como catalisadores para reacdes de
interesse pode tornar o processo muito dispendioso e seu descarte ap0s 0 UsO
economicamente inviavel (Silva et al., 2009). O aumento do numero de
possibilidades de aplicacbes das enzimas, em reacdes de biotransformacao,
demanda um biocatalisador imobilizado eficiente, possibilitando ainda o reuso de
lipases caras, como também, conduzindo a um aumento da estabilidade e da
atividade da enzima (Balc&o et al., 1996; Anderson et al., 1998; Sharma et al., 2001;
Pires-Cabral et al., 2010).

2.5.1 Imobilizac&o em sistema a alta presséo

A utilizacdo de fluidos supercriticos na precipitacdo e co-precipitacdo de
suportes, bem como enzimas, sera relatado a seguir em diferentes trabalhos
presentes na literatura.

Young et al. (1999) apresentaram um estudo de encapsulamento da enzima
lisozima em solvente diclorometano, encapsulada em microesferas de polimeros
biodegradaveis I-PLA e PGLA através da técnica de Precipitacdo do Antissolvente
Comprimido (PCA) com dioxido de carbono como antissolvente. As solugbes de
polimeros |-PLA e PGLA foram precipitadas formando particulas de 5 a 70 um em
condicbes de -20 °C com capilar de 100 um, para encapsulamento das particulas de
lisozima (1-10 um), ressaltando que o polimero I-PLA gerou grande formacéo de
particulas aglomeradas.

Moshashaée et al. (2000) estudaram a precipitacdo de lisozima liofilizada
dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO), através da técnica de Dispersao de Solugéo

Melhorada por Fluidos Supercriticos (SEDS) utilizando CO, como antissolvente. Os



27

parametros estudados foram: pressdo (80 a 150 bar), temperatura (40 a 50 °C),
concentracdo de enzima (0,5 a 1,5 mL.min™), vazio da solucdo (0,2 a 0,6 mL.min%)
e vazdo CO, (18 a 30 mL.min%). Os autores observaram que a presséo influenciou
na morfologia das particulas formadas com tamanho de 1 a 5 um, contendo < 20
ppm de solvente residual, com o aumento das pressdes, havia maior formacao de
aglomerados, além disso na pressdo de 80 bar e temperatura de 40 °C houve 50%
de perda da atividade.

Micronizagdo e micro-encapsulamento de lisozima e acido p-hidroxibenzoico
(p-HBA) foi estudado através do Sistema de Extracdo de Solvente em Aerossol
(ASES) com um polimero biodegradavel L-PLA, a partir de varias solucdes
organicas. O solvente utilizado foi o dimetilsulféxido (DMSO) e os parametros
estudados foram: pressédo (76 a 94 bar), temperatura (6 a 40 °C), concentracédo da
solucéo, sistema solvente e velocidade de pulverizacéo. A lisozima foi precipitada a
25 °C e 94 bar formando particulas de 750 nm. A co-precipitagdo de lisozima/L-PLA
foi realizada a 25 °C e 92 bar. A eficiéncia de encapsulamento maximo para
particulas p-HBA/L-PLA obtida foi de 9,2%, sendo obtida uma reducdo do tamanho
efetivo das particulas em temperaturas de baixas a moderadas (Tu et al., 2002).

O encapsulamento de lisozima em polimero PGLA também foi estudado
utiizando o solvente dimetilsulfoxido (DMSO), através da técnica de Extracdo de
Emulsdes por Fluidos Supercriticos (SFEE). Com a variacdo da concentracdo PLGA
e velocidade de agitagdo durante a preparacdo da emulsdo, particulas de PLGA
puras, com tamanho médio de 100 nm foram produzidos a temperatura de 45 °C,
pressdo de 80 bar e vazio da solucdo de 2 mL.mint. A eficiéncia do
encapsulamento com o método de suspensdo em emulsdes in situ, foi de até 48,5%.
Nao foram reportadas medidas de atividade da enzima lisozima (Kluge et al., 2009).

A precipitacdo de lisozima em dimetilsulféxido (DMSO) foi estudada pelos
autores Fusaro et al. (2009) utilizando a técnica PCA e tendo CO, como
antissolvente. Os parametros avaliados foram: temperatura (25 a 40 °C), pressao
(100 a 150 bar), vazdo da solucdo (0,4 a 2 mL.min') e vazdo de CO; (40 a 120
g.min’!). Foram formadas particulas entre 100 e 200 nm.

Glicose oxidase (GOX) de Aspergillus niger foi imobilizada em duas matrizes

com diferentes polimeros (filmes e espuma de poliuretano (PU)) em dioxido de
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carbono supercritico para aplicacdo em preparacdes de biossensores. Dioxido de
carbono supercritico foi utilizado para expansdo do polimero e formacdo da espuma,
para posterior encapsulamento. Foram avaliados o efeito da temperatura de
imobilizagéo (25-50 °C), presséo (de 0,1 a 15 MPa) e tempo de imobilizagéo (4-72 h)
sobre a atividade das amostras de GOX/PU imobilizados. A medida da atividade foi
efetuada para amostras preparadas em 8, 15 e al0 MPa, sendo obtidas 52, 74 e
165%, respectivamente de eficiéncia de imobilizacdo, maiores que as obtidas na
auséncia do CO; supercritico (Inoglu et al., 2008).

Além de serem utilizados como antissolventes para formacédo de compostos,
os fluidos supercriticos vém sendo estudados no tratamento de enzimas
imobilizadas, conforme relatado pelos autores Oliveira et al. (2006) onde foi utilizado
o dioxido de carbono na lipase Novozym 435. Assim como a aplicagdo de propano
no tratamento de lipases comerciais de Amano PS (Franken et al., 2010) e nao
comerciais de Penicillium simplicissimum e Aspergillus parasiticus visando aumentar
a estabilidade das enzimas (Kuhn et al.,, 2010) além do tratamento da enzima

inulinase produzida por Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 (Kuhn etal., 2011).

2.5.2 Imobilizacdo em sistema a baixa pressao

A imobilizacéo de lipases, em especial a de Candida antarctica B, a pressao
ambiente, segundo algumas pesquisas pode ser obtida por cromatografia com
Sepharose, assim como em silica e alumina (Arroyo et al.,, 1999), membrana
ceramica (Magman et al., 2004), resina acrilica (Dalla Vecchia et al., 2004), carvao
ativado (Rodrigues et al., 2008), silica coloidal (Cruz et al., 2009), quitosana e
gelatina (Rangel et al., 2011), hidrogéis de quitosana (Silva et al., 2012a), além de
suportes organicos, como a fibra de coco verde (Brigida et al., 2007; Brigida et al.,
2008).

Poucos trabalhos reportam a imobilizacdo da Lipase Amano PS, contudo
dentre os publicados tém-se descritos 0s suportes como a matriz inorganica (6xido
de nidbio) e matriz hibrida (polissiloxano- alcool polivinilico) (Da Ros et al., 2010) e

os de nanoparticulas superparamagnéticas (Andrade et al., 2010).
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Dentre a imobilizacdo de lipases para aplicacdo em reacbfes em meio
organico, destaca-se o estudo realizado por Correia et al. (2011), os quais avaliaram
a aplicacéo de lipase de Candida rugosa imobilizada em espumas de poliuretano na
glicerdlise do 6leo de bagaco de azeitona refinado em n-hexano para a producédo de
glicerideos parciais: monoacilgliceréis (MAG) e diacilgliceréis (DAG).

Outros autores reportam a imobilizacdo de lipases em PU, como Kloss (2007)
gue investigou 0 uso de lipases e poliuretanos em reacdes de transformacdo em
mondmeros/aligbmeto ciclico, na presenca de solvente orgénico, assim como Pires-
Cabral et al. (2007) que investigaram a lipase de Candida rugosa imobilizada em
espumas de poliuretano hidréfilas ("HYPOL'FHP2002"e "'HYPOL'FHP5000") para
aplicacdo na sintese de butirato de etila, éster de sabor frutado, em n-hexano e
Pramod e Lingappa (2008), que realizaram um estudo com lipase de Aspergillus
niger imobilizada em espuma de poliuretano, para producéo de acido citrico.

A imobilizacdo da lipase de Yarrowia lipolytica em espumas de poliuretano
utilizando as técnicas de adsorc¢ao, ligacdo covalente e troca ibnica para sintese de
lauril laurato foi reportada no trabalho de Cui et al. (2013).

2.6 ConsideracOes arespeito do estado da arte

O estudo da imobilizacdo de enzimas tem sido amplamente avaliado visando
aumentar a sua estabilidade para aplicacdo em processos industriais. Varios
suportes séo relatados, dentre estes o0 PHBV e o poliuretano. O polimero PHBV se
apresenta como uma alternativa promissora devido a sua biocompatibilidade e
biodegradabilidade. A utilizacdo de espumas de poliuretano para imobilizacdo de
enzimas tem sido recentemente reportada com sucesso em trabalhos como o de Cui
etal. (2013) e Silva etal. (2013) .

A utilizacdo de fluidos supercriticos vem ganhando destaque, principalmente
na area biotecnolégica com resultados promissores, podendo estes ser empregados
no tratamento de enzimas, visando aumentar sua atividade, e a sua eficiéncia. Cabe
ressaltar que nos processos utilizando CO, supercritico como antissolvente este
fator € minimizado mediante a afinidade do solvente utilizado com o antissolvente,

resultando em quantidades minimas de solvente residual na amostra co-precipitada.
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Outra vantagem sobre a técnica de imobilizacdo de enzimas com fluidos
supercriticos reside na possibilidade do controle de tamanho e distribuicdo de
tamanho de particulas.

A utilizacdo de fluidos supercriticos aliada a métodos convencionais de
imobilizacdo vem se tornando uma alternativa promissora. O tratamento de enzimas
imobilizadas com fluidos supercriticos visando aumentar sua estabilidade ja tem sido
reportada na literatura por Oliveira et al. (2006), Kuhn et al. (2010), Kuhn et al.
(2011), no tratamento de enzimas nao comerciais com propano.

Portanto, a utilizacdo de fluidos supercriticos aliado a técnicas convencionais
de imobilizagdo, bem como a utilizacdo de PHBV e PU como suportes para
imobilizacdo de lipases, apresenta potencial de aplicacdo, tornando-se uma

alternativa viavel para aplicacdo em processos industriais.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados 0s equipamentos, materiais e as
metodologias utilizadas para realizacdo dos experimentos de imobilizacdo das
enzimas. A lipase Amano PS foi imobilizada em PHBYV purificado utilizando sistema
a alta pressdo e a lipase CalB foi imobilizada em nanoparticulas de PHBV e

espumas de poliuretano em sistema a baixa presséao.

3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos
Os principais equipamentos utilizados neste estudo foram os seguintes:
e Agitador magnético (Fisatom, 650 W de poténcia);
e Agitador magnético (Velp Scientifica);
e Agitador orbital (Marconi MA-410);
e Agitador rotatério (Tecnal, TE-165);
e Balanca analitica (Shimadzu);
e Banho ultratermostatico (Nova ética, Modelo 512/2D);
e Bomba de HPLC Digital Série Ill (Acuflow);
e Bomba de alta presséo (Isco 500D);
e Bomba a vacuo (Tecnal- TE-058);
e Conexao tipo T (Swagelok);
e Controlador PID (COEL, Modelo HW1450);
e Difratdmetro de raio-X (Rigaku- Miniflex Il, com tubo emissor de Cu-1,54);
e Espectrofotdmetro Lambda 35, UV-Vis (Perkin Elmer);
e Estufa (Fanem, Modelo 320SE);
e Fita de aguecimento (FISATOM, Modelo 5, 200 W de poténcia);
e Fluorimetro (Invitrogen Qubit™);
e Freezer (Brastemp);
¢ Indicador de temperatura (Indicador Universal - NOVUS, Modelo N1500);
e Liquidificador (Walita);
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Membrana de politetrafluoretileno (Milipore, Modelo FGLP);
Microscopio eletrdnico de varredura (MEV - QUANTA 200FEG);
Micropipeta (Transferpette);

Papel filtro (Whatman);

Peek Tubing (Upchurch Scientific);

pHmetro (Marconi, MA- 522);

Refrigerador (Consul);

Transdutor de pressao (Smar, Modelo LD 301);

Valvulas de esfera (Swagelok, Modelo SS-83KS4);

Valvula métrica tipo agulha (HIP, Modelo 15-11AF1);
Vélvula métrica tipo agulha (HOKE, Modelo 1315G2Y);

Valvula de regulagem de pressao (GO-Regulator, Serie BP-66, Modelo

1A11QEQ151);

Vélvula de uma via (HIP, Modelo 15-41AF1-T).

3.1.2 Reagentes

Para os experimentos de imobilizagc&do foram utilizados os seguintes reagentes:

Acetona (FMaia);

Acido oleico (Sigma Aldrich, pureza 99%);
Acido propiénico (Merck, pureza = 99%);
Alcool etilico (Merck);

Alcool etilico (Vetec);

Alcool isopropilico (Neon);

Autosorb-1 da Quantachrome (Nova-2200e);
Cloroférmio P.A. (Vetec, pureza de 99,5%);
Diclorometano (FMaia, pureza de 99,5%);
Didxido de carbono (White Martins S.A., pureza de 99,8%);
Geraniol (Sigma Aldrich, pureza = 97%);
Goma arabica (Préton);

Heptano P.A. (Vetec, pureza de 99,5%);

Hidroxido de sédio (Nuclear);
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¢ Isocianato (Empresa Flexivel Poliuretanos);

e Oleo de oliva (Carbonell);

e Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) com massa molar (My) de
196.000 e indice de poli disperséo de 1,85 (PHB Industrial S/A);

e Peneira molecular 4 A (Sigma Aldrich);

e p-nitrofenol (Sigma Aldrich);

e p-nitrofenil butirato (Sigma Aldrich);

e Poliol (Empresa Flexivel Poliuretanos).

Estes materiais foram utilizados como recebidos, sem qualquer tratamento
prévio e foram armazenados de forma adequada, evitando assim, o contato com a
luz, calor e umidade.

Os seguintes materiais foram utilizados para realizacdo dos experimentos de

imobilizag&o das lipases

3.1.2.1 Enzimas

As enzimas utilizadas nesta pesquisa foram a lipase Amano de Burkholderia
cepacia (Pseudomonas cepacia) adquirida na forma pé da empresa Sigma Aldrich e
a de Candida antarctica B (Novozymes NZL-102, CalB), adquirida na forma liquida
da empresa Novozymes Latin América Ltda.

Cabe ressaltar que a enzima CalB liquida foi previamente diluida em tampao
fosfato de s6dio 25 mM, pH 7, na propor¢éo 1:10 (enzima:tamp&o).

A enzima Amano PS foi empregada na avaliacdo do potencial de imobilizacao
em PHBV a alta pressao. A enzima CalB foi empregada a fim de avaliar o potencial

de imobilizacdo em nanoparticulas de PHBV e espumas de PU & pressdo ambiente.

3.1.2.2 Suportes
Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato): o polimero  poli(hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) (PHBV) com massa molar (My) de 196.000 e indice de poli
dispersédo de 1,85 foi gentilmente cedido pela empresa PHB Industrial S/A.
O polimero foi submetido a uma pré-purificacdo, pela sua dissolucdo em

cloroformio e posterior precipitacdo em n-heptano para retirada de impurezas. O
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polimero PHBV bruto (Figura 4 a) e pré-purificado (Figura 4 b) podem ser
observados na Figura 4.

Figura 4 — Aspecto do polimero PHBYV bruto (a) e purificado (b).

(a) (b)

Poliuretano: Os mondmeros comerciais poliol e isocianato, utilizados nesse
trabalho foram produzidos com uma formulacédo especifica para colchdes e espumas
injetadas pela Empresa Flexivel Poliuretanos - Mannes. O PU formado com os
referidos monémeros resulta no PU do tipo flexivel. A Figura 5 apresenta o0s
mondmeros utilizados para elabora¢ao da espuma de PU.

Figura 5 — Apresentacao dos mondémeros usados na elaboracéo da espuma de PU,
(a) poliol e (b) isocianato.

(a) (b)
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3.2 Métodos

3.2.1 Avaliagéo da solubilidade das enzimas e PHBV em solventes

A solubilidade das lipases Amano e CalB foram avaliadas em diclorometano e
agua, razdo molar 1:10 (v/v), sob agitacdo a temperatura ambiente.

A escolha do diclorometano como solvente para solubilizar o polimero PHBV
foi feita com base no trabalho de Franceschi (2009), que utilizou o sistema ternario
CO; + diclorometano + PHBV, para identificar a solubilidade, onde o diclorometano
foi selecionado para os experimentos de precipitacdo do polimero (PHBV) por ser
um solvente compativel com o polimero e com alta afinidade pelo CO, (Corazza et
al., 2003).

3.2.2 Imobilizagao a alta presséao

3.2.2.1 Aparato experimental utilizado para co-precipitagao do lipase Amano
PS no polimero PHBV

O aparato experimental utilizado para a co-precipitacao da lipase Amano PS
em PHBV em sistema a alta pressdo é detalhado na Figura 6 (Franceschi et al.,
2008; Franceschi et al., 2009). Cada item que compde a unidade serd devidamente

descrito abaixo da Figura 6.



Figura 6 -Diagrama esquematico do aparato experimental de precipitacdo e co-precipitacao.
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Cl1 - Cilindro de CO,. Armazenamento do fluido empregado como
antissolvente nos experimentos de precipitacéo;

CV — Valvula de uma via (Check-Valve - Pressao de operacao até 1034 bar).
Este tipo de valvula permite o fluxo em um Unico sentido. E utilizada entre o cilindro
e as valwulas V1 e V2 para impedir que uma sobrecarga de pressao seja aplicada na
cabeca do cilindro de armazenamento;

V1, V2, V3 e V4 — Valvulas de Esfera (Pressdo de operacédo até 410 bar a
temperatura ambiente). Quando abertas, as valvulas V1 e V2 permitem o fluxo de
antissolvente para as bombas de alta presséo, e as valvulas V3 e V4 das bombas
para a camara de precipitacdo. O objetivo das valvulas V1 e V2 é separar as duas
bombas, evitando que a pressao de trabalho em uma bomba interfira na presséo de
trabalho da outra bomba, possibilitando que as mesmas operem
independentemente. As valvulas V3 e V4 tém por funcdo isolar a linha das bombas
até a camara de precipitacdo. Como se trabalha com uma bomba por vez, quando a
valvula V3 esta aberta, permitindo o fluxo de antissolvente de uma das bombas para
a camara, a valvula V4 esta fechada e vice-versa;

BR1 — Banho Ultratermostatico de Recirculacdo 1. Utilizado para manter a
temperatura constante nos cilindros das bombas;

BS1 e BS2 — Bombas de Alta Pressdo. Os experimentos de precipitacao
empregando antissolventes pressurizados sdo comumente realizados com fluxo
continuo e constante do antissolvente a pressdo constante. E necessario entdo um
equipamento que satisfaca estas condi¢cdes. As bombas do tipo seringa se encaixam
neste contexto, pois permitem que se opere a fluxo constante ou a pressao
constante. No presente trabalho foram utilizadas duas bombas de seringa que
possuem um cilindro com capacidade de 506 mL, pressdo de trabalho de até 258
bar e vazdo maxima de 170 mL.min’;

V5 — Valvula métrica tipo agulha (Pressdo de operagcdo até 1034 bar). O
objetivo desta valvula € controlar o fluxo de antissolvente das bombas para a camara
de precipitacdo. Esta valvula permite uma abertura gradual possibilitando uma
regulagem fina da vazao;

TP — Transdutor de Pressdo. E conectado a linha entre a valvula V5 e a

camara de precipitacdo para monitorar a pressao no interior desta. Foi utilizado um
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transdutor de pressao absoluto com faixa de operacdo de 0 — 250 bar para medida
da pressédo do sistema. De acordo com especificagdo de fabrica, a precisdo do
equipamento € de 0,125% da faixa operacional (0,31 bar);

IP — Indicador Universal. Os valores de pressdo sado coletados em um
indicador universal que recebe um sinal digital do TP indicando a presséo na camara
de precipitacdo e na linha até a valvula V5;

AM — Agitador Magnético. O sistema de agitacdo tem como objetivo manter a
solugdo organica sob agitacdo permanente durante a realizacdo dos experimentos.
Para tal foi inserido dentro do frasco que contém a solucdo uma barra magnética de
agitacao (“peixinho”). Este sistema de agitagao facilita a passagem da solugéo;

SO - Solugdo Organica. Solugcdo na qual o sdélido a ser precipitado é
dissolvido em um ou mais solventes organicos;

BL — Bomba de HPLC Digital Série lll. Bomba utilizada para deslocar a
solugdo organica para a camara de precipitacdo. Este tipo de bomba possui um
Unico pistdo que permite operar com fluxo constante (0,1 mL.min! a 10 mL.min™})
tendo uma precisdo de + 0,2% sobre toda a faixa de operacdo. A pressao de
trabalho varia de 0 a 414 bar com preciséo de + 2%;

BPR — Valwla de regulagem de Pressdo (Back Pressure Regulator). Esta
valvula permite que se realize a regulagem da pressédo desde a bomba de HPLC até
ela independentemente da vazdo, permitindo assim uma pressao maior anterior a
ela e menor depois dela. E construida em aco inox 316L com uma porta de entrada
e uma de saida. Segundo o fabricante, o controle de pressao é ajustavel na faixa de
0 a 690 bar, com faixa de temperatura de operacéo entre — 40 e 176°C. A presséo
na porta de entrada que € regulada por esta valvula € monitorada no visor do painel
da bomba de HPLC;

T — Conexdo tipo T. Unido do tipo T, a qual estdo conectadas a linha de
antissolvente e a linha da solucdo. A linha da solucdo que vai da BPR até esta unido
€ constituida por um tubo de polieteretercetona (PEEK Tubing), com diametro
interno de 0,254 mm. Até esta unido o antissolvente e a solucdo fluem por linhas
separadas e a partir dela até a camara de precipitacdo pertencem a mesma linha,
porém a solugdo escoa por dentro do tubo capilar e 0 antissolvente escoa por fora

do tubo capilar e por dentro do tubo de aco inox com diametro interno de 1,587 mm;
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CP — Céamara de Precipitacdo. Foi utilizada uma camara cilindrica de aco inox
316 encamisada, com volume util de 600 mL (diametro interno de 8 cm e altura de
12 cm). A presséao e temperatura maxima de trabalho sdo, respectivamente, 200 bar
e 100 °C para a camara. A camara possui cinco entradas na tampa, uma central
para a adicado da solucéo organica e do antissolvente e quatro periféricas, trés para
a insercdo do sensor de temperatura, sensor de pressao e saida do antissolvente e
solvente organico e a quarta conexdo periférica fica vedada para uma possivel
modificacdo do sistema de precipitacéo;

TC — Tubo Capilar de Silica Fundida. A funcdo deste tubo é fazer com que
ocorra a dispersao do jato da solucdo dentro da camara de precipitagdo. O tubo
capilar é conectado ao PEEK Tubing em uma extremidade da unido T, passando por
dentro deste. A outra extremidade do tubo capilar € inserida na camara de
precipitacdo. O diametro interno do tubo capilar utilizado neste trabalho foi de 100 e

180 pum. Na Figura 7 pode ser visualizado o capilar conectado ao PEEK Tubing.

Figura 7 - Tubos capilares conectados aos PEEK Tubing.

IT — Indicador de Temperatura. E um conjunto composto por um sensor de
temperatura (PT-100) e um indicador de temperatura usado para medir o valor real
da temperatura no interior da camara de precipitagao;

BR2 — Sistema de Controle de Temperatura da Camara de Precipitacdo. A
camara de precipitacdo possui uma camisa de aco inox 316, a qual esta conectada a
um banho ultratermostatico de recirculagcdo (BR2). O controle de temperatura é

realizado por este banho onde h& circulacdo de &4gua do banho passando pela
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camara e desta retornando ao banho. Uma vista da camara de precipitacdo

conectada a todas as linhas € apresentada na Figura 8.

Figura 8 - Cémara de precipitacdo conectada a todas as linhas da unidade
experimental utilizada na co-precipitacdo da lipase Amano PS em
PHBV.

FR — Filtro de Retencéo. O filtro de retencdo € composto por dois filtros de
politetrafluoretileno  (PTFE), o primeiro com porosidade superficial de
aproximadamente 1 um, didmetro de 8 mm e espessura de 1 mm que serve de base
para o outro filtro membrana de politetrafluoretileno (Figura 9), conectado a um
suporte de polietileno de alta densidade. Este filtro possui porosidade de 0,22 pm,
espessura de 150um e mesmo diametro do primeiro filtro, permitindo temperatura de
operacdo de até 130°C. Estes filtros estdo dispostos na saida da camara de
precipitacdo com a finalidade de reter as particulas precipitadas na camara de
precipitacdo permitindo apenas o fluxo do antissolvente e do solvente organico. A
escolha do filtro é muito importante dado que alguns tipos de filtros podem interagir

com o solvente orgéanico, dissolvendo-se neste e pondo em risco todo o processo de
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retencdo e coleta das particulas. Os filtros membrana politetrafluoretileno séao
hidrofébicos e proveem uma ampla compatibilidade quimica com diferentes tipos de

solventes organicos.

Figura 9 - Filtro membrana de politetrafluoretileno.

V6 e linha pontilhada — Valvula métrica tipo agulha (Presséo de operacédo até
345 bar) com sistema de aquecimento. A finalidade desta valvula € controlar o fluxo
na saida da camara de precipitacdo juntamente com a valvula V5. A valvula V6
possui uma abertura um pouco maior do que a valvula V5 para compensar o fluxo de
entrada da solugdo, mantendo assim a pressdo constante na camara de
precipitagdo. Qualquer pequeno aumento da pressdao na camara durante o
experimento promove uma diminuicdo no fluxo do antissolvente, necessitando um
controle rigoroso na abertura da valvula V6. Desta forma, quem comanda a variagdo
do fluxo de antissolvente e a manutencao da presséo € esta valvula.

Como o antissolvente expande ap0s esta valvula e consequentemente
congela devido ao efeito Joule-Tomphson ser pronunciado, ha a necessidade de um
sistema de aquecimento para permitir a manutencdo do fluxo constante. Para tal, foi
utilizada uma fita de aquecimento acoplada a um controlador PID — CT. A valvula
V6 é envolta pela fita de aquecimento, sendo um termopar tipo J inserido entre o
corpo da valvula e a fita de aquecimento para servir como elemento de alimentacao
do controlador de temperatura. A manutencdo de uma temperatura alta (geralmente
100°C) impede o congelamento da valvula V6 e permite um controle maior do fluxo

nesta valvula.
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CS — Céamara de Separacdo. Consiste de um cilindro de aco inox 316, com
capacidade maxima de 45 mL. Possui porta de entrada na parte superior e porta de
saida na parte inferior. Neste trabalho, esta camara é colocada apo6s a valwula V6
com o objetivo de deixar o antissolvente na sua pressao de vapor, diminuindo assim
o congelamento da referida valvula. Esta cAmara também pode ser utilizada como
meio de separacdo do antissolvente e do solvente organico permitindo que estes
possam ser reutilizados.

V7 — Valvula métrica tipo agulha (pressdo de operacdo até 1034 bar). O
objetivo desta valvula é manter o antissolvente na sua pressao de vapor dentro da
camara de separagao.

Todas as valvulas, conexdes e tubos foram utilizados seguindo as instrucées
do Manual Hip, Hoke e Swagelok. Na Figura 10 esta apresentada uma vista mais

detalhada da camara de precipitacdo utilizada neste trabalho.

Figura 10 - Vista detalhada da unidade experimental de utilizada na co-precipitacao
da lipase Amano PS em PHBYV.
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3.2.2.2 Procedimento experimental da co-precipitacdo da lipase Amano PS
com polimero PHBV

A co-precipitacdo da lipase Amano PS com o polimero poli (hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) (PHBV) purificado foi realizada com diéxido de carbono supercritico
como antissolvente e diclorometano como solvente organico utilizando a técnica de
Dispersdo da Solugcdo Melhorada por Fluidos Supercriticos (SEDS) para
imobilizacdo. Os parametros investigados foram a concentracdo da enzima (0,75;
1,25 e 2,0 mg.mL™Y), concentracdo do polimero PHBV (5, 10, 15 e 20 mg.mL™) e
diametro do capilar (100 e 180 ym). A enzima e ao suporte PHBV purificado foram
adicionados 40 mL de diclorometano, sob agitagcdo. Foram mantidas fixas a pressao
do sistema (80 bar), a taxa de fluxo da solucdo foi 1,50 mL.min?, taxa de fluxo
antissolvente 20 mL.min™, secagem do precipitado com 2000 mL de CO, e
temperatura constante de 40 °C, para em aparato experimental apresentado e
descrito no item 3.2.2.1 deste capitulo.

Este estudo foi realizado com base no trabalho de Franceschi (2009), onde
varios ensaios foram realizados conforme apresentado na Tabela 2, avaliando-se a

concentracdo da enzima e do polimero PHBV.

Tabela 2 — Condigbes experimentais da concentracdo de lipase Amano PS e do
polimero PHBV avaliados no processo de imobilizacdo em sistema a

alta presséao.

Experimento Concentragé(_)lPHBV Concentracdo A_\{nano PS
(mg.mL ) (mg.mL ™)
1 10 0,75
2 10 1,25
3 10 2,00
4 15 2,00
5 20 2,00
6 5 2,00

De posse dos resultados obtidos na realizacdo do primeiro planejamento

experimental foi possivel investigar uma nova faixa de concentracdo do PHBV, bem
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como investigar a variacao da pressdo do sistema de imobilizacdo a alta pressao.
Nesta segunda etapa, foram mantidas fixas a concentracdo de lipase Amano PS (2
mg.mL?), temperatura (40 °C), vazdo de CO, (20 mL.min}) e vazdo da solucéo (1,50
mL.min}). A matriz do planejamento experimental realizado esta apresentada na
Tabela 3.

Tabela 3 - Matriz do planejamento experimental 2> com os valores codificados e
reais da concentracdo do polimero PHBV e da pressdo no processo de

imobilizacdo em sistema a alta pressao.

Experimento Concentragdo PHBV (mg.mL™) Presséo (bar)
1 -1(10) -1 (80)
2 +1 (20) -1 (80)
3 -1(10) +1 (160)
4 +1 (20) +1 (160)
o 0 (15) 0 (120)
6 0 (15) 0 (120)
! 0 (15) 0 (120)

Preparo das solugdes: As solugbes organicas contendo a lipase Amano PS
foram preparadas utilizando diclorometano como solvente organico. As solucdes
contendo PHBYV foram preparadas com base em testes de solubilidade do polimero
em diclorometano a temperatura e pressdo ambiente (Franceschi, 2009). Para cada
experimento de co-precipitacdo da enzima Lipase Amano PS em polimero PHBYV,
uma nova solugao era preparada no sentido de evitar que houvesse modificagcao na
concentracdo da solucdo devido a evaporacdo do diclorometano durante o
armazenamento, dado que este solvente é extremamente volatil. Apés preparar a
solucdo que seria utilizada no experimento seguinte, 0 prOXimo passo era carregar
as bombas de alta pressédo (BS1 e BS2) com CO; proveniente do cilindro de
estocagem.

Carga de CO,: Esta etapa de carga de CO, envolve alguns passos. A

primeira delas € o deslocamento do fluido do cilindro para a camara interna de cada
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bomba. Para tal, as valvulas V1 a V4 eram mantidas abertas. Como uma quantidade
relativamente grande de CO; € utilizada em cada condi¢cdo experimental, 2000 mL
dependendo da condicdo experimental, € necessario liquefazer a maior quantidade
possivel deste na camara das bombas. Apesar da presséo de vapor do CO; ser alta
a temperatura ambiente (aproximadamente 64 bar a 25 °C), a simples abertura da
valvula do cilindro ndo era suficiente para deslocar a quantidade necessaria de CO,
para a camara das bombas.

Sendo assim, a temperatura da camisa do cilindro das bombas era ajustada
em 7°C com o auxilio do banho de recirculacdo BR1 e o cilindro era deixado aberto
por um tempo variando de 30 minutos a 1 hora, dependendo da quantidade de CO,
disponivel no cilindro de estocagem. Nestas condi¢cfes, geralmente era possivel
armazenar cerca de 490 mL de CO;, no estado liquido dentro da camara das
bombas.

Montagem da camara de precipitagdo: Durante este tempo de liquefacdo
do CO; nas bombas, era realizada a montagem da camara de precipitacdo. Os filtros
de retencdo eram cuidadosamente colocados na camara para que ficassem
firmemente postados, de forma a evitar que durante o experimento houvesse um
deslocamento destes e posterior arraste do material precipitado pelo fluxo de saida.
Primeiramente, era colocado o filtro de politetrafluoretiieno com maior porosidade
servindo de suporte para o filtro membrana que vinha logo a seguir. Posteriormente
eram conectados o0 sensor de temperatura e a linha de saida da camara de
precipitacdo. Apos isto, a camara era fechada sendo entdo conectada ao banho
termostatico.

Conexao tubo capilar: Um aspecto importante que se deve ter muito cuidado
€ quanto a conexao do tubo capilar. O tubo capilar é preso ao PEEK tubing por um
sistema de anilha e base de anilha de forma a propiciar uma boa vedacéo entre o
capilar e este tubo. A unido é feita inserindo-se uma das extremidades do capilar
(cerca de 6,0 mm) para dentro do PEEK tubing e o sistema de anilhamento é entédo
manipulado para que ocorra a fixacdo do capilar. Um aperto excessivo pode causar
estrangulamento afetando o fluxo da solucdo. Porém, se ndo apertado o suficiente
pode fazer com que o capilar solte do PEEK tubing ou até haja passagem de fluido

entre a parede externa do capilar e a parede interna do tubo (Franceschi, 2009).
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Ajuste da vazéo: Durante a liquefacdo de CO; era realizado o ajuste da
vazéo da solucdo na bomba de HPLC e da pressdo nesta através da manipulagédo
da BPR. Nesta etapa néo era utilizada solucdo, mas diclorometano puro para evitar
gasto desnecessario da solucao, ja que eram utilizados cerca de 100 mL de liquido
durante este procedimento. O ajuste da vazao da solucéo era feito diretamente na
bomba. A pressdo na bomba de HPLC era ajustada manipulando-se a BPR de modo
a restringir a passagem do fluxo aumentando a presséo até o valor de 2900 psi (200
bar) para evitar qualquer possibilidade de refluxo do antissolvente pela linha da
solucdo. Apos a pressao ter sido alcancada, diclorometano era deixado fluir por um
determinado tempo de modo a estabilizar a pressao.

ApOs a estabilizacdo da pressédo no valor desejado, a vazdo era interrompida
e diclorometano era substituido pela solugdo de maneira a retirar todo o
diclorometano presente na linha desde a bomba até a saida do tubo capilar. A
solugdo era permitida fluir por cerca de 10 minutos para minimizar a quantidade de
diclorometano na linha. A pressao era mantida no valor desejado por intermédio da
regulagem da BPR.

Conexdo da linha de entrada e preenchimento da camara de
precipitacdo: ApOs estabilizacdo da pressdo era efetuada a conexdo da linha de
entrada de CO; e da solugcdo na camara de precipitacdo. Apos todas as conexdes
terem sido feitas na camara de precipitacdo, a valvula V5 era gradualmente aberta
para permitir o enchimento da camara com CO,, mantendo-se ainda toda a linha
aberta desde o cilindro de armazenagem até a camara.

Estando a camara de precipitagdo preenchida com CO; na sua pressao de
vapor, a valvula V5 era fechada e o sistema de aquecimento, controlado pelo banho
de recirculagdo BR2 era acionado. A temperatura no interior da camara era entao
captada pelo sensor de temperatura e monitorada pelo indicador de temperatura
(IT). Destaca-se que o sensor e o indicador de temperatura estavam previamente
calibrados de modo que a temperatura real do sistema era sempre baseada no
indicador (IT).

Estabilizacdo da temperatura e pressurizacdo das bombas: Durante o
periodo de estabilizacdo da temperatura no valor estipulado, a valvula do cilindro e

as valvulas V1 a V4 eram fechadas e a presséo era elevada nas bombas de seringa
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pelo deslocamento do cilindro interno destas, pressurizando toda a linha desde as
valvulas V1 e V2 até a valvula V5 até a pressao de 200 bar entre as bombas e a
camara de precipitacdo. Este valor de pressdo nas bombas de seringa foi estipulado
para manter um alto diferencial de pressdo entre as bombas e a camara de
precipitacdo (80 e 160 bar dependendo da pressdo de experimento na camara de
precipitacdo). Este diferencial de pressdo tem como objetivo evitar possivel refluxo
da camara de precipitacdo para as linhas podendo causar precipitacdo de enzima ou
polimero nas linhas e também para fazer com que o CO, entrasse com alta
velocidade na camara de precipitacao intensificando a disperséao do jato de solugéo
durante os experimentos de precipitacdo (Franceschi, 2009).

No momento em que a temperatura do experimento atingia o valor estipulado,
a valvula V5 era novamente aberta gradualmente de modo a permitir o fluxo de CO»
para dentro da camara até a obtencdo da pressao experimental desejada. Uma vez
que a pressao na camara atingisse o valor desejado, a valvula V6 era gradualmente
aberta, mantendo-se a valvula V5 ainda aberta, no sentido de ajustar o fluxo de
antissolvente na camara de precipitacdo, mantendo-se a pressao constante. O fluxo
era controlado principalmente pela valvula V6 e monitorado no visor da bomba de
alta presséo que estava sendo utilizada no momento.

Controle da temperatura e pressao: Para evitar o congelamento da valvula
V6, a mesma foi envolta por uma fita de aquecimento ligada ao controlador de
temperatura (CT), tendo um termopar conectado a um controlador de temperatura. A
temperatura foi mantida em 110 °C para evitar o bloqueio do fluxo neste ponto e,
consequentemente, por em risco o andamento do experimento e a integridade fisica
do experimentalista. Quando foram utilizadas pressdes superiores a 120 bar, a
temperatura foi aumentada para 150 °C, pois, neste caso, uma temperatura menor
nao impedira o congelamento da valvula V6.

Como auxilio, a valvula V7 também era aberta de tal maneira que a mistura
de antissolvente e solvente organico que deixava a camara de precipitacdo era
mantida em duas fases dentro da camara de separagdo (CS) evitando uma
expansao muito pronunciada do antissolvente na linha.

A temperatura e pressdo eram mantidas constantes e o CO» era deixado fluir

até o alcance do estado estacionario. O tempo necessario para alcancar este estado
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variou de 5 a 10 minutos dependendo da presséo e temperatura de precipitagdo. A
partir do momento em que o fluxo de CO, ndo mais variava, era iniciada entdo a
injecdo da solucdo para dentro da camara de precipitacdo. Em cada experimento o
volume de solucdo adicionado a camara foi de exatamente 35 mL. O volume foi
fixado neste valor assumindo que a quantidade de solido (lipase ou polimero) a ser
precipitado era suficiente para a realizacao das analises.

Secagem das particulas: Apos ter sido injetado o volume especificado da
solucdo, o fluxo desta era interrompido e o fluxo CO, (20 mL.min™) era mantido
para passagem do volume de 2000 mL, no sentido de efetuar a “secagem” das
particulas precipitadas no interior da camara para retirar o solvente residual ainda
presente no meio. O tempo de secagem estabelecido foi de 120 minutos, baseado
em trabalhos na literatura que reportam tempos de secagem variando entre 30 e 120
minutos (Kim et al., 2007; Kang et al., 2008; Hong et al., 2009).

Um aspecto que merece maior detalhamento diz respeito ao modo com que
as bombas de seringa eram operadas. Elas nunca foram utilizadas
simultaneamente. Enguanto uma bomba estava sendo utilizada, a outra era
carregada com CO; para garantir a disponibilidade de antissolvente durante todo o
experimento.

Despressurizacdo e coleta das amostras: Depois de proceder a secagem
das particulas, o proximo passo era a despressurizacdo da camara de precipitacao.
Para a despressurizagdo, a valvula V5 era fechada e a valvula V6 era mantida com
uma abertura tal que permita uma despressurizacdo controlada. Para reduzir a
pressdo experimental até a pressédo atmosférica, o tempo utilizado foi de cerca de 40
minutos, promovendo uma queda de pressdo nem muito rapida nem muito lenta de
maneira a manter a temperatura constante no valor estipulado.

Terminada a despressurizacdo, o banho BR2 era desconectado da camara de
precipitacao, todas as linhas eram desconectadas e a camara era entdo aberta para
a retirada do material precipitado. Depois de aberta a camara de precipitacdo, as
particulas precipitadas eram retiradas e colocadas em frascos @mbar de 5 mL. A
coleta do precipitado era feita cuidadosamente com o auxilio de um pincel para
evitar que as particulas sofressem qualquer dano. A retirada era feita rapidamente

para evitar a0 maximo que as particulas absorvessem umidade. As amostras foram
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coletadas na parede e no fundo da camara de precipitacdo. As amostras coletadas
foram armazenadas em geladeira devidamente vedadas para prote¢ao contra luz e
umidade.

A eficiéncia do processo de imobilizacdo da lipase Amano PS em polimero
PHBV em sistema a alta pressao foi avaliada pela dosagem da atividade hidrolitica

segundo o item 3.2.6.1, sendo estas realizadas em duplicata de dosagem.

3.2.3 Imobilizagao a baixa pressao

A imobilizacdo a baixa pressdo consiste na realizacdo do processo em
aparato experimental mantido sob condicbes ambientais, ou seja, em pressao
ambiente, considerada como baixa pressdo em comparagdo com a metodologia de

imobilizacdo realizada em camara a alta presséo.

3.2.3.1 Imobilizacao da CalB utilizando PHBV como suporte

Precipitacdo do polimero PHBV para formacao de nanoparticulas

A precipitacdo do poli (hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) purificado foi
realizada utilizando dioxido de carbono supercritico como antissolvente e
diclorometano como solvente organico utilizando a técnica de Dispersédo da Solugédo
Melhorada por Fluidos Supercriticos (SEDS) para formacdo das nanoparticulas,
utiizando a metodologia descrita por Franceschi (2009). O polimero PHBV foi
adicionado a 40 mL de diclorometano.

Dentre os parametros investigados, foram mantidos constante a concentracéao
de PHBV (30 mg.mL™?), pressdo da solugéo organica (80 bar), a taxa de fluxo da
solugdo de 1 mL.min?, taxa de fluxo antissolvente de 40 mL.min! e temperatura de
40 °C, com capilar de 100 ym, com base no trabalho de Franceschi (2009). O
aparato experimental utilizado nesta etapa do trabalho para a precipitacdo do PHBV
purificado foi apresentado e descrito no item 3.2.2.1 deste capitulo e pode ser

visualizado na Figura 6.
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Processo de imobilizacdo da CalB utilizando PHBV como suporte

Em tubos de centrifuga de 50 mL, foram adicionados 0,1 g de nanoparticulas
de PHBV e 10 mL de solucéo enzimética da lipase CalB (atividade inicial 75 U.mL™).
Os tubos foram mantidos sob agitacdo suave de 7 rpm (Silva et al.,, 2012) em

agitador rotatério, apresentado na Figura 11.

Figura 11 - Agitador rotatério empregado na imobilizacdo de enzimas utilizando

PHBV como suporte.

Os parametros de imobilizacdo, tempo de contato da enzima com as
particulas de PHBV e o pH da solucdo enzimatica, foram avaliados, buscando
verificar a influéncia destes parametros no processo de imobilizacdo da CalB
utilizando PHBV como suporte.

O tempo de imobilizacdo foi avaliado em 30, 60, 90, 120 e 150 min, em
tampéao fosfato de sédio 25 mM, pH 7, segundo metodologia proposta por Rodrigues
et al. (2008).

A avaliacao do efeito do pH na imobilizagdo da enzima foi realizada utilizando-
se o0 melhor tempo de imobilizacdo (120 min) em diferentes tampdes, na
concentracdo de 25 mM, seguindo a faixa de pH estipulada para cada solugao
tampéao, ou seja, acetato de sédio para pH 5; fosfato de sédio para os pHs 6, 7 e 8;

tris aminometano para pH 9 e carbonato de sédio para pH 10.
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Posteriormente, separou-se o0 suporte PHBV impregnado da enzima
(imobilizado) da solugéo enzimatica (sobrenadante) por filtragdo a vacuo, realizando-
se lavagem com agua destilada sob filtro do aparato conectado a bomba a vacuo.
Apos, o imobilizado foi mantido durante 24 horas em dessecador para equalizagdo
do teor de umidade.

Efetuava-se a dosagem da atividade de hidrélise em p-nitrofenil butirato
segundo metodologia descrita posteriormente (item 3.2.6.2), avaliando a eficiéncia
da imobilizagdo nas duas fases do processo de imobilizagéo, (1) imobilizado e (2)
sobrenadante/solucdo enzimatica, fato este que impossibilitou a dosagem da

atividade de esterificagdo em detrimento da amostra estar no estado liquido.

3.2.3.2 Imobilizagéo da lipase CalB utilizando poliuretano como suporte

Polimerizacdo dos mondmeros

A reacao de polimerizacdo do poliuretano foi realizada variando a raz&o molar
dos monémeros poliolisocianato (5:2, 5:3. 5:4, 55 e 3:5 (v/v)), com base no
trabalho realizado por Silva et al. (2013) modificado, conforme apresentado na
Tabela 4.

A reacdo de polimerizacdo foi conduzida com auxilio de uma seringa
graduada pela qual os monémeros foram misturados e, posteriormente,
homogeneizados com o auxilio de um bastdo de vidro, durante 30 segundos. Apos
esta etapa ocorreu o0 estagio de polimerizacdo (5 min) do poliuretano, expanséo da

espuma e completa solidificacao (Silva et al., 2013, modificado).

Tabela 4 - Descricdo das concentracfes dos mondmeros avaliadas para formacéo

da espuma de PU.

Ensaios Poliol (mL) Isocianato (mL)

5 2

aa b~ W N -
w o1 o1 O
o o1~ W
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Imobilizagdo da lipase CalB

O procedimento experimental para imobilizagdo da CalB em PU foi realizado
empregando a concentracdo dos mondmeros selecionada em etapa anterior (Tabela
4, ensaio 2) adicionado da enzima CalB diluida em diferentes solventes, (1) etanol,
(2) acetona e (3) agua, buscando avaliar a miscibilidade da enzima nos monémeros,
para posterior estudo da imobilizacdo e consequentemente formag&do do polimero.

A enzima, previamente solubilizada em agua, alcool etilico ou acetona, razao
molar 1:10 (v/v), foi adicionada ao poliol. Apds a etapa de homogeneizacéo fez-se a
adicdo do isocianato, procedeu-se a mistura por 30 segundos, deixando polimerizar
por 5 minutos. Apés a etapa de polimerizagdo, empregando a enzima solubilizada
em agua, alcool etilico e acetona, foi conduzida uma analise visual das estruturas
poliméricas geradas, para verificar qual solvente seria mais adequado.

A imobilizacdo foi conduzida adicionando 10% do volume de Candida
antarctica B diluida, aos mondmeros. Para a imobilizacdo, a enzima foi
homogeneizada no monémero poliol e apds, ao isocianato, sendo 0 recipiente
mantenedor da mistura envolto em banho de gelo, buscando evitar o aumento
excessivo da temperatura devido a reacdo exotérmica gerada pela mistura dos
mondmeros, de acordo com 0 esquema apresentado na Figura 12.

Apos a etapa de polimerizagéo, o poliuretano contendo a enzima (imobilizado)

foi mantido durante 24 horas em dessecador para equalizacdo do teor de umidade.
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Figura 12 - Apresentacdo esquematica do procedimento de imobilizacdo da lipase
CalB em PU.

Poliol + Enzima ] [ Isocianato

Homogeneizar (30 segundos)
Banho de aelo

A 4

[ Polimerizagao (5 minutos) ]

A 4

Enzima Imobilizada

Espuma de poliuretano

Imobilizado triturado

A 4

[ Determinacgdo da atividade }

Descricdo da Técnica de Amostragem da Enzima Imobilizada

Decorrida a polimerizacdo, a estrutura formada com a enzima inclusa foi
dividida em duas parcelas verticais (1 e 2) e trés horizontais (A, B e C), como pode-
se verificar na Figura 13 (a e b). Cada parcela foi identificada, pesada, triturada e
submetida a medida de atividade de esterificacdo em &cido oléico e etanol, segundo
metodologia a ser descrita no item 3.2.6.3. As fracbes foram testadas
individualmente, para identificar a distribuicdo da lipase no processo de imobilizagao

em todas as partes da espuma.
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Figura 13 - Demonstracdo da metodologia de amostragem da espuma de PU
formada com lipase CalB, considerando em (a) divisdo em duas
parcelas (1 e 2) na vertical vista superior do polimero e (b) divisdo em
trés parcelas (A, B e C) na horizontal vista lateral.

-y

A dosagem da atividade foi realizada em cada fracdo, em seguida todas as
parcelas foram misturadas, onde verificou-se novamente a atividade segundo item
3.2.6.3, sendo este considerado o total do imobilizado (100%) e relacionando cada

parcela em porcentagem de cada fracao.

3.2.4 Avaliagcdo da estabilidade da CalB imobilizada em sistema a baixa

pressao

3.2.4.1 Estabilidade da enzima imobilizada a altas temperaturas

A CalB livre diluida e imobilizada em PHBV e PU foram mantidas em estufa a
vacuo a 40, 60 e 80 °C durante 21 horas, segundo metodologia descrita por Silva et
al. (2012a), modificada.

A dosagem da atividade da CalB livre e imobilizada em PHBV foi realizada
segundo metodologia descrita no item 3.2.6.2 e a dosagem da atividade para CalB
livre e imobilizada em PU conforme metodologia descrita no item 3.2.6.3.
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3.2.4.2 Estabilidade da enzima imobilizada a baixas temperaturas

A CalB imobilizada em PHBYV foi armazenada em geladeira (4 °C) em frascos
de vidro (sem presenca de tamp&ao). Periodicamente, efetuava-se a dosagem da
atividade hidrolitica em p-nirofenil butirato, conforme metodologia descrita no item
3.2.6.2.

Para avaliacdo da estabilidade da lipase CalB imobilizada em PU, a mesma
foi fracionada e triturada em liquidificador, visando identificar se a forma do
imobilizado influenciaria na atividade durante o armazenamento. Posteriormente, a
CalB imobilizada em PU, fracionada e triturada, foi armazenada em geladeira (4 °C)
em frascos de vidro (sem presenca de tampao). A exposicdo a temperatura
ambiente (25 °C) também foi avaliada para a CalB/PU fracionada e triturada.
Periodicamente, efetuava-se a dosagem da atividade de esterificacdo com acido

oléico e alcool etilico, conforme metodologia descrita no item 3.2.6.3.

3.2.5 Avaliacao da capacidade de reciclos operacionais da CalB imobilizada

3.2.5.1 CalB imobilizada em PHBV

Para avaliacdo do reciclo operacional foram adicionados 0,05 g da enzima
CalB imobilizada em PHBYV ao meio reacional (15 mM de p-nitrofenil butirato (pNFB)
em 10 mL de alcool isopropilico e 100 mL de tampé&o fosfato de sédio 25 mM, pH 7)
sob agitacado a 28 °C, seguindo a mesma propor¢do dos reagentes, em volumes
.maiores, conforme metodologia descrita no item 3.2.6.2. A cada minuto, um volume
de 2,5 mL era coletado para medida da atividade e posteriormente readicionado ao
meio reacional, realizado em aparato experimental apresentado na Figura 14. Cada
ciclo teve duracdo de 15 min. Apés cada ciclo, o imobilizado era lavado com agua

destilada e a umidade equalizada em bomba a vacuo por 30 min.
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Figura 14 — Aparato experimental utiizado para avaliacdo do reciclo reacional da
CalB imobilizada em PHBV.

3.2.5.2 CalB imobilizada em PU

A sintese de acido oléico e etanol foi avaliada para monitorar a atividade de
esterificacdo da CalB imobilizada em PU durante os reciclos reacionais, com
duracdo de 40 min. ApOs cada reciclo de reacdo (item 3.2.6.3), realizava-se a
lavagem do imobilizado com 50 mL de etanol (95%) em filtro conectado a bomba a

vacuo, durante 30 min.

3.2.6 Métodos de determinacao de atividade enzimatica

3.2.6.1 Determinacéo da atividade hidrolitica — Método titulométrico

Para a dosagem da atividade hidrolitica dos extratos enzimaticos lipoliticos
utilizou-se inicialmente uma emulsédo de 6leo de oliva 5 % (m/v) e goma arabica 5%
(m/v) em tampédo fosfato de s6dio 100 mM pH 7,0. A 18 mL desta emulsdo sao
adicionados 2 mL da amostra do extrato bruto aguoso. Apds incubacdo por 20
minutos a 35°C com agitacdo de 200 rpm, a reacdo era interrompida através da
adicdo de uma solucdo de acetona-etanol (1:1 v/v). Os &cidos graxos liberados

durante a reacdo eram entdo titulados até pH 11 com solucdo de NaOH 0,14 M. Os
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brancos reacionais foram preparados adicionando-se 20 mL da emulsdo 6leo de
oliva e goma arabica a solugédo de acetona-etanol. Para a dosagem da atividade de
hidrélise da enzima imobilizada 0,1 g de amostra foram adicionadas ao meio
reacional. A determinacdo da atividade hidrolitica foi realizada de acordo com a
Equacdo 1. Uma unidade de atividade hidrolitica € definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1umol de &cido graxo por minuto nas condi¢des de reacdo
(Cavalcanti et al., 2005).

Para medir a atividade enzimética do sollvel foi efetuada a lavagem com 10
mL de agua destilada e sob agitacdo por 20 min, ap0s esse tempo a solucéo € entao
filtrada, e deixada secar por 30 min.

Devido ao baixo rendimento da reacdo de co-precipitacdo (imobilizacdo), a
determinacao da atividade hidrolitica também foi realizada utilizando a concentracédo
de 0,05 g de enzima, onde manteve-se a propor¢cao dos reagentes, assim como as

demais condi¢des de reacao.

(Va — Vb)
=———= M 1000 .
T Ve Equacao (1)

AH

Sendo:

AH: atividade hidrolitica (U.mL*ou U.g™);

Va: volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada apos a reacao (mL);

Vb: volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada no tempo zero - branco
(mL);

M: molaridade da solucdo de NaOH (mmol.mL™Y);

T: tempo de reacao (min);

Vc: volume do extrato enzimatico usado na reagéo (mL).

3.2.6.2 Determinagéo da atividade hidrolitica - Método espectrofotométrico
O produto de hidrolise era o p-nitrofenol (pNP). Portanto, para se determinar a
concentracdo do produto formado, construiu-se uma curva de calibracao,

representada no Anexo A. O meio reacional consistia de 15 mM de p-nitrofenil
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butirato (pNFB) em 10 mL de alcool isopropilico e 100 mL de tampdao fosfato de
sédio 25 mM, pH 7, sob agitacdo a 28 °C. Adicionava-se 2,5 mL deste substrato em
cubeta onde se acrescia 0,1 mL de solucdo de enzima livre. Para dosagem da
atividade do imobilizado, foram adicionados 0,0050 g de enzima imobilizada em 2,5
mL do substrato. Posteriormente, foi efetuada a medida da atividade hidrolitica, em
espectrofotbmetro a 348 nm (Brigida et al., 2008). O calculo da atividade enzimatica
livre, carga oferecida e enzima imobilizada foram calculados utilizando as Equacdes
2,3e4.

o —a Branco).D. fc. Vr
4o ).D.f

Ve Equacéo (2)
_ Atlivre
° ms ; Equacéo (3)
—a B Jt.
ap — (x — & Branco).Vt. fc

Mg Equacao (4)

Sendo:

A : atividade enzimatica livre e imobilizada (U.mL™ ou U.g™?);
a : (slope solucdo enzima (livre/remanescente/imobilizado)-slope branco)( abs.min);
Co,: carga oferecida;

D: diluicdo da amostra,;

Fc: fator da curva de calibragcdo do pNP;

mg: a massa do imobilizado (Q);

ms: massa do suporte (g);

Vr: volume reacional (mL);

V¢ volume reacional (mL);

Ve: volume da solucdo de enzima (mL).

3.2.6.3 Determinacéao da atividade de esterificacao
A atividade de esterificacdo das lipases nas diferentes formas de
apresentacao foi quantificada através da reacado de sintese do acido oléico e etanol

(razdo molar 1:1 (v/v)). A reacgao foi conduzida a 40 °C, 160 rpm por 40 min. Esta foi
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iniciada pela adicdo da enzima (0,1 g) ao meio reacional, em frascos de vidro com
tampa, mantidos em agitador orbital. Aliquotas de 500 uL foram retiradas do meio
reacional em triplicata no inicio da reacdo. A cada amostra foram adicionados 15 mL
de uma solucdo de acetona-etanol (1:1) (v/v) para paralisar a reacéo e para extracéo
do acido oléico (Ferraz et al., 2012 modificada).

A quantidade de &cido consumida foi determinada por titulacdo com NaOH
0,05 M. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de
enzima que consome 1 pymol de acido graxo por minuto, nas condi¢des do ensaio. A

atividade enzimatica foi calculada utilizando a Equacéo 5.

Vb—Va) M 1000 V,
ap =& ) ¥

t Mg, V; Equacdo (5)
Sendo:
AE: atividade de esterificacéo (U.g™);
Va: volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada apds 40min (mL);
V) : volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada no tempo zero (mL);
M: molaridade da solugdo de NaOH,;
Vi : volume final de meio reacional (mL);
t: tempo (Min);
MeL: massa da preparacdo enzimatica liofilizada utilizada na reacéo (g);

V. : volume da aliquota do meio reacional retirada para titulagdo (mL).

3.2.7 Determinacdo do teor de proteina

A guantificacdo do teor de proteina foi efetuada pelo método do Fluorimetro
(Invitrogen Qubit™). O procedimento de leitura do teor de proteina € padrdo onde o
equipamento é acompanhado de uma solucdo tampdo de proteina, solucdo para
tampéao, solucdo padréao 1, solucéo padrao 2 e solucéo padréo 3.

Inicialmente é preparada a solucdo tampdo com 25 pL da solugdo para
tampéo e 4,975 L do tampéao de proteina. Os padrdes 1, 2 e 3 séo feitos com:190
pL da solugéo tampéo e 10 pL da solugdo padréo 1, 190 L de solugdo tampao mais

10 pL da solucdo padrao 2 e 190 pyL de solucdo tampdo com 10 pyL de solucao
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padrdo 3, respectivamente. Em relacdo as amostras, 2 mg.mL™ de lipase livre foram
diluidas em 10 mL de diclorometano e 0,010 g de enzima imobilizada foram
utilizados sendo diluidas em 10 mL de diclorometano. O preparo da amostra para
leitura é feito utilizando 190 uL da solugao tampao mais 10 uL da amostra de enzima
macerada ou diluida, neste caso a enzima foi dissolvida em diclorometano. Para
leitura do teor de proteina, primeiramente é feita a calibracdo do equipamento pela
insercdo dos padrdes 1, 2 e 3 respectivamente e apos é efetuada a leitura do teor de
proteina da amostra de enzima livre e enzima imobilizada previamente preparadas
(Coghetto et al., 2012).

3.2.8 Calculo dos parametros de imobilizacéo

Durante os estudos de imobilizacdo, além de acompanhar a atividade do
imobilizado, o célculo de dois parametros (atividade recuperada e rendimento
imobilizacdo) sdo fundamentais para avaliar a eficiéncia de imobilizacdo. O
percentual de enzima ndo imobilizada, rendimento de imobilizacéo, atividade tedrica
e atividade recuperada foram calculados (Brigida et al., 2008), respectivamente, a

partir das Equacdes 6, 7,8 e 9.

At,
NI = 100
At; Equacéo (6)
At, — At,
Rl = ———
At, Equacéo (7)
At, = RI C, Equacéo (8)
At,
A = —100
At, Equacéo (9)

Sendo:
At;: atividade inicial (U. mL™);
A, atividade recuperada (%);

At;: atividade remanescente (U. mL™);
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At;; atividade teérica (U.g™);
Co: carga oferecida (U.g™%);
NI: percentual de enzima nao imobilizada (%);

RI: rendimento imobilizado (%).

3.2.9 Caracterizacao estrutural do polimero e enzimaimobilizada

3.2.9.1 Isotermas de Adsor¢do em Nitrogénio (BET)

A caracterizacdo da textura dos suportes PHBV foi realizada utilizando um
Autosorb-1 da Quantachrome (Nova-2200e). Antes da analise, cerca de 100 mg das
amostras (suportes) foram tratadas a vacuo, a uma temperatura de 300 °C por 3

horas. As medidas foram realizadas na temperatura do N liquido.

3.2.9.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Visando inspecionar a morfologia das nanoparticulas de PHBV e da CalB
imobilizada em PHBV, foram obtidas micrografias a partir de um microscopio
eletrénico de varredura (MEV), JEOL - JSM 5800 com voltagem de aceleracao de

20KV e magnificagbes de 200x, 1.000x e 10.000x. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Microscopia Eletrénica de Varredura da UFRN.

3.2.9.3 Difracao de Raio-X

Os difratogramas das amostras de nanoparticulas PHBV, espumas de
poliuretano, enzima CalB imobilizada em PHBV e PU foram obtidas através de um
difratdbmetro de raio-X da marca Rigaku, Miniflex I, com tubo emissor de Cu-1,54,
para a observacdo dos picos indicativos de cristalinidade. As analises foram
realizadas no Laboratério de Instrumentacdo Analitica da Universidade Regional

Integrada do Alto Uruguai e das Missdes, URI-Erechim.
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3.2.10 Avaliacdo da aplicacédo de lipases na catélise de reacdes de interesse

3.2.10.1 Esterificagédo enzimatica de geraniol e acido oléico

A esterificacdo enzimatica foi realizada conforme condi¢cdes otimizadas em
trabalho anterior (Paroul et al., 2011), onde misturou-se alcool geraniol e 4cido oléico
na proporcdo molar de 3:1. Os substratos foram adicionados em Erlemeyers de 50
mL com volume médio reacional de 5 mL. Foram adicionados ao meio reacional 10
esferas de peneira molecular. Pesou-se 0,5 g (10% (p/p)) em relacdo aos
substratos) da enzima CalB imobilizada em PHBV e PU, onde o tempo reacional foi
contado a partir da adicdo da enzima. Todos os experimentos foram realizados em
agitador orbital com agitacdo constante de 160 rpm e temperatura de 40 °C. Apés o
término do tempo de reacdo que foi fixado em 6 horas, o biocatalisador foi filtrado
com papel filtro. A quantificacdo da conversdo em ésteres foi realizada por titulacao
com NaOH 0,05 M até pH 11. A determinacdo do rendimento da sintese do geranil

oleato foi determinada segundo item 3.2.10.4).

3.2.10.2 Esterificacdo enzimatica de geraniol e acido propidnico

A esterificacdo enzimatica foi realizada conforme condigBes otimizadas em
trabalho anterior (Paroul et al., 2010), onde misturou-se alcool geraniol e acido
propidbnico na proporcdo molar de 3:1. Os substratos foram adicionados em
Erlemeyers de 50 mL com volume médio reacional de 5 mL. Foram adicionados ao
meio reacional 10 esferas de peneira molecular. Pesou-se 0,5 g (10% (p/p)) em
relacdo aos substratos) da enzima CalB imobilizada em PHBV e PU, onde o tempo
reacional foi contado a partir da adicdo da enzima. Todos os experimentos foram
realizados em agitador orbital com agitacdo constante de 160 rpm e temperatura de
40 °C. Ap6s o término do tempo de reacdo que foi fixado em 6 horas, o
biocatalisador foi filtrado com papel filtro. A quantificacdo da conversdo em ésteres
foi realizada por titulagdo com NaOH 0,05 M até pH 9. A determinacdo do

rendimento da sintese do geranil propionato foi determinada segundo item 3.2.10.4.
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3.2.10.3 Esterificagdo Enziméatica de acido oléico e etanol

A avaliagdo da capacidade de reacao da CalB imobilizada em PHBV e PU na
reacao de sintese do oleato de etila foi realizada atraves da reacdo do acido oléico e
etanol (razdo molar (1:1) descrita por Ferraz et al. (2012) modificado. A reacao foi
conduzida a 40 °C, durante 40 minutos, em frascos de vidro fechados, mantidos em
agitador orbital a 160 rpm. Aliquotas de 500 uL foram retiradas do meio reacional em
triplicata e adicionado cada aliquota 15 mL de uma solucdo de acetona-etanol (1:1)
(v/v) (Paroul, 2011). A determinagdo do rendimento da sintese de oleato de etila foi

determinada segundo item 3.2.10.4.

3.2.10.4 Determinacao do rendimento das reacdes de sintese
A determinacgdo do rendimento foi realizada segundo Paroul (2011), conforme

mostram as Equacdes 10,11, 12 e 13.

Qa=v C Equacéo (10)
1mol acido m
Ar = .
MM Equacao (11)
t
Ma = QJa v )
va Equacao (12)
Ma 100
R=100——— B
Ar Equacéo (13)

Sendo:

A:: acido que reagiu (mol);

C: concentracdo de NaOH (mol.L™);
m: massa de acido (g);

Ma: mols de acido oléico (mol);

MM: massa molar (g.mol™);

Qa: quantidade de &cido (mol);

R: rendimento de conversao (%);
v: volume gasto de NaOH (L);

V. volume total (mL);

Va: volume de amostra (mL).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no
desenvolvimento desta pesquisa, referentes a imobilizacdo da lipase Amano PS em
PHBV em sistema a alta pressdo e imobilizacdo da CalB em PHBV e PU a baixa
pressdo. A influéncia da temperatura na estabilidade da enzima imobilizada,
capacidade de reciclos reacionais e caracteristicas dos suportes e dos imobilizados
serdo apresentados. Também serdo verificadas as possibilidades de aplicacdo dos
imobilizados em reacdes de sintese do geranil propionato, geranil oleato e oleato de

etila.

4.1 Avaliacao da solubilidade das lipases

A solubilidade da lipase Amano PS foi avaliada em diclorometano e agua.
Devido ao fato do polimero PHBV ser soliuvel em diclorometano, a verificagdo da
solubilidade neste solvente € de suma importancia para realizacdo da etapa do
trabalho de imobilizacdo a alta pressao, para assim ser possivel solubilizar a enzima
para formacéo das nanoparticulas.

A consecucdo desta etapa permitiu verificar que a lipase Amano PS
apresentava solubilidade parcial em diclorometano e a lipase CalB apresentava
completa imiscibilidade neste solvente (aspecto agua/dleo). A lipase CalB
apresentava-se em estado liqguido, ndo sendo possivel solubiliza-la em
diclorometano, sendo esta totalmente soltvel em agua.

Portanto, a imobilizacdo a alta pressdo com a enzima CalB diluida em agua
se torna inviavel. Tendo como base estes aspectos, a utilizacdo da técnica SEDS
para co-precipitacgdo com o PHBV & alta pressdo foi realizada apenas para

imobilizacéo da lipase Amano PS solubilizada em diclorometano.
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4.2 Avaliacdo daimobilizagéo a alta presséao

4.2.1 Imobilizagéo lipase Amano em PHBV

Foram realizados experimentos buscando estabelecer a concentracéo
adequada de enzima a ser empregada nos experimentos de co-precipitacdo. Foi
utilizada a enzima lipase Amano de Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia)
nesta etapa da pesquisa. A imobilizacdo da lipase Amano PS foi realizada variando
dois parametros experimentais: concentracdo de polimero PHBV e concentracdo de
enzima, seguindo as condi¢cdes dos ensaios descritos na Tabela 5 onde apresenta-
se o planejamento experimental 22 (descrito na Tabela 2). Foram mantidas fixas as
variaveis: pressao (80 bar), temperatura (40 °C), vazao da solugdo organica (1,50
mL.min!) e a vazdo do diéxido de carbono (20 mL.min) para a camara de

precipitacdo. A dosagem da atividade de hidrélise foi realizada segundo item 3.2.6.1.

Tabela 5- Atividades hidroliticas obtidas nas condicdes experimentais para

imobilizagédo da lipase Amano PS em PHBYV a alta pressao.

Experimento Concentragdo Concentracdo  Atividade Atividade Hidrolitica

PHBV Amano PS Hidrolitica imobilizado
(mg.mL™) (mg.mL™?) inicial (U.g?h
U.gh
1* 10 0,75 _ _
2* 10 1,25 _ —_
10 2,0 501,10 186,00
4 15 2,0 501,10 202,20
20 2,0 367,70 115,30
6* 5,0 2,0

* Nos experimentos 1, 2 e 6, ndo foi realizada a dosagem da atividade hidrolitica pois o rendimento
em peso do imobilizado foi abaixo (0,05 g) do necessario para realizacdo da reacéo de hidrdlise.

Os resultados obtidos indicaram que a concentracdo de 2 mg.mL™* de enzima
e 15 mg.mL™?, ensaio experimental 4, resultou na maior atividade hidrolitica do

imobilizado. Levando-se em conta que a lipase Amano PS apresentou-se totalmente
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soluvel em diclorometano, concentracdes maiores de enzimas ocasionariam a sua
precipitacdo. Observou-se que as menores concentracbes de PHBV resultaram em
baixo rendimento do imobilizado. Cabe ressaltar que também foram realizados
testes utilizando 25 mg.mL* de polimero PHBV e 2 mg.mL* de lipase Amano PS.
Nesta concentracdo ocorreu entupimento da bomba de HPLC bem como no capilar,
indicando que concentragdes elevadas de enzima impossibilitam o funcionamento
do sistema, possivelmente em virtude da sua parcial solubilidade em diclorometano,
permitindo que particulas insoliveis figuem aderidas na tubulagdo até obstruir o
sistema a alta pressdo. As nanoparticulas formadas pela co-precipitacdo podem

visualizadas na Figura 15.

Figura 15 - Fotos da camara de precipitagao referentes as nanoparticulas formadas

durante os experimentos de imobilizacéo (a, b e c).

(@
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(b)

(©)

Com base nestes resultados foi realizado um novo planejamento, resultando
em 7 experimentos, onde variou-se a concentracdo do polimero PHBV e a pressao
de co-precipitacdo (Tabela 3). Além da medida da atividade enzimatica o teor de
proteina também foi avaliado, onde os resultados obtidos neste planejamento podem
se observados na Tabela 6. A dosagem da atividade de hidrélise foi realizada
segundo item 3.2.6.1.
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Tabela 6 — Avaliacdo da influéncia da concentracédo de polimero PHBV e pressdo na analise da atividade da lipase Amano PS

através da realizacdo do planejamento experimental completo 2.

Experimento Concentracao Presséao Atividade Hidrolitica Atividade enziméatica  Teor de proteina
PHBV (mg.mL™) (bar) (U.g? do soluvel do imobilizado
(U.mL (mg.mL™)
Inicial Final
1 -1 (10) -1 (80) 217,50 30,40 0,00 -
2 +1 (20) -1 (80) 3 - - 0,0021
3 -1 (10) +1 (160) 168,30 157,80 0,20 -
4 +1 (20) +1 (160) 118,80 55,90 0,00 0,0017
5 0 (15) 0 (120) 223,80 4,80 4,10 0,0011
6 0 (15) 0 (120) , - - -
7 0 (15) 0 (120) ; - - -

*Atividade enzimatica do sollvel consiste na dosagem da atividade hidrolitica do liquido obtido da lavagem do imobilizado, retirando enzimas ndo aderidas ao

suporte.



69

A capacidade de imobilizacdo da lipase Amano PS no sistema a alta pressao
nas condi¢cOes realizadas nesta etapa da pesquisa foi avaliada pelos resultados
obtidos na solucao de lavagem do imobilizado em relacéo ao imobilizado lavado. Na
Tabela 6 pode-se observar que as atividades enzimaticas do solUvel foram baixas e
ou nulas, indicando que ocorreu a imobilizacdo da enzima no polimero PHBV.

Nos experimentos 6 e 7, descritos na Tabela 6, ndo foram realizadas
dosagem da atividade enziméatica e do teor de proteina, devido ao baixo re ndimento
da enzima imobilizada, bem como devido a problemas no aparato experimental.

A partir destes resultados pode-se observar que atividade da enzima
imobilizada foi maior na pressao de 160 bar, (ensaio 3, Tabela 6) contudo o teor de
proteina ndo foi quantificado devido ao baixo rendimento de amostra imobilizada.

A concentracdo inicial de enzima livre é 2 mg.mL™, o que corresponde a um
teor de protefna inicial de 0,012 mg.mL>. O teor de proteina da condicdo
experimental 2 corresponde a 17,5 % do valor inicial, a condigdo experimental 4 a
14,16% e na condicdo experimental 5 a 9,16% do valor inicial. Nas demais
condicdes a medida do teor de proteina ndo pbde ser efetuada.

Este comportamento também foi relatado por Kuhn et al. (2010), onde lipases
ndo comerciais de Penicillium simplicissimum e Aspergillus parasiticus na forma
liofilizada e imobilizada foram submetidas ao tratamento com propano. Verificou-se a
grande variacdo da atividade enzimatica nos ensaios onde as enzimas foram
tratadas com propano.

Devido ao baixo rendimento obtido neste processo de imobilizacdo da lipase
Amano em PHBV, optou-se em utilizar o suporte PHBV tratado a alta presséo para
imobilizacdo da lipase CalB liquida, utilizando a técnica de adsor¢cdo a baixa
pressdo. Considerando que as nanoparticulas formadas através da precipitagdo com
dioxido de carbono supercritico fornecem particulas bastante uniformes, esta
investigacgdo torna-se interessante.

A imobilizacdo da lipase Amano PS a baixa pressédo nao foi realizada, devido
ao fato desta enzima ser insolivel em agua, impossibilitando sua comparacdo ao

sistema de imobilizacdo da CalB liquida.
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4.3 Avaliacdo da imobilizacdo a baixa presséao

4.3.1 Imobilizagao da CalB em PHBV

Considerando que a enzima CalB apresenta-se na forma liquida, a
imobilizagdo desta em nanoparticulas de PHBV através do método de adsorcdo se
torna um alternativa viavel. Portanto, o polimero PHBV purificado foi precipitado
utiizando a técnica de alta pressdo (conforme apresenta o item 3.2.2.1), para
formacdo das nanoparticulas. A Figura 16 apresenta as nanoparticulas de PHBV

precipitadas em COs.

Figura 16 - Aspecto do PHBV precipitado com CO, em sistema a alta presséo.

O PHBV é um polimero biocompativel e biodegradavel, apresentando boa
eficiéncia de encapsulamento do B-caroteno de acordo com descrito em Franceschi
(2009), ressaltando ser um suporte livre de solvente apdés a precipitagéo,
considerando a alta afinidade do solvente diclorometano pelo antissolvente CO,,
resultando em valores minimos de diclorometano residual no biopolimero (Kang et
al., 2008).

O estudo do tempo de imobilizacdo da lipase Candida antarctica B diluida em
solucdo tampao fosfato de sédio 25 mM, pH 7 em nanoparticulas de PHBV indicou o
periodo de contato entre a enzima e 0 suporte necessario para que houvesse um
bom fator de imobilizacdo, sendo os resultados obtidos apresentados na Tabela 7,

considerando atividade inicial da solu¢cdo enzimatica diluida em tampéo de 75 U.mL"
1
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Tabela 7 - Resultados obtidos na imobilizacédo da CalB em PHBV em sistema a baixa pressédo considerando diferentes tempos de

contatos da solucdo enzimatica com o suporte avaliado pela atividade de hidrélise do p-nitrofenil butirato da enzima livre

e imobilizada em cada condi¢c&o experimental.

Tempo Carga Atividade Atividade Atividade Enzimando Rendimento  Atividade Atividade Atividade
Condicéo Imobiliza¢&o oferecida inicial de remanescente imobilizada de tedrica do recuperada
Experimental (min) (U.gh (U.mL™) referéncia (U.mL™) (%) Imobilizag&o (U.gh imobilizado (%)
(U.mL? (%) (U.g?)
1 30 83,87 86,81 86,81 5,78 6,66 93,34 78,25 0,11 0,14
2 60 73,76 75,23 98,38 4,63 6,15 93,84 69,22 0,09 0,42
3 90 51,41 52,08 75,23 5,78 11,09 88,90 4524 0,10 0,23
4 120 51,67 52,08 75,23 5,78 11,09 88,90 45,93 0,33 0,72
5 150 63,05 64,82 53,24 4,63 7,14 92,85 58,51 0,13 0,22
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De acordo com os resultados obtidos (Tabela 7, ensaio 1 e 2 ) verificou-se que
nos tempos de 30 e 60 min obteve-se a atividade do imobilizado de 0,11 e 0,09 U.g
! respectivamente. No tempo de contato de 120 min (ensaio 4) obteve-se a maior
atividade do imobilizado (0,33 U.g), sendo que o rendimento foi de 88,90% e
atividade recuperada de 0,72%, maior recuperacdo se comparado com os demais
tempos de contato para imobilizacdo da CalB em PHBV.

Resultados similares foram obtidos por Brigida (2006), onde a atividade
hidrolitica da CalB soluvel imobilizada em fibra de coco verde permaneceu inalterada
apos 120 mina pH 7.

A avaliacdo do pH de imobilizagcdo foi realizado buscando verificar o que
resultasse em uma maior eficiéncia do processo de imobilizacdo, sendo assim, a
imobilizacéo foi conduzida com tempo de contato de 120 min (selecionado na etapa
anterior) do PHBV com a solucdo enzimatica elaborada em diferentes pHs, conforme

apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Resultados obtidos na imobilizacdo da CalB em PHBV em sistema a baixa pressédo considerando diferentes pHs
de contatos da solugdo enzimatica com o suporte avaliado pela atividade de hidrélise do p-nitrofenil butirato da

enzima livre e imobilizada em cada condi¢do experimental.

Condicéo Carga Atividade Atividade Atividade do Enzima n&o Rendimento Atividade Atividade Atividade
Experimental pHs oferecida inicial de remanescente imobilizada de tedrica do recuperada
(U.gh (U.mL™) referéncia (U.mL™) (%) imobilizag&o (U.gh imobilizado (%)
(UmL?) (%) (U.g?

1 5 62,08 64,82 53,24 6,94 10,70 89,30 55,43 0,35 0,63
2 6 42,04 43,98 43,98 8,10 18,41 81,58 34,3 0,35 1,02
3 7 51,67 52,08 75,23 5,78 11,09 88,90 45,93 0,33 0,72
4 8 60,63 64,82 76,39 5,78 8,93 91,07 521 0,14 0,26
5 9 64,98 67,13 55,56 8,10 12,06 88,00 57,18 0,06 0,11
6 10 53,73 55,56 61,34 19,67 35,40 64,46 34,70 0,15 0,44
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Os resultados obtidos com a imobilizacdo em pH 5 (tampé&o acetato de sédio
25 mM) e pH 6 (tampado fosfato de sddio 25 mM) (Tabela 7, ensaios 1 e 2)
apresentaram a maior atividade do imobilizado (0,35 U.g?), seguindo do pH 7,
ensaio 3 (tampdo fosfato de sédio 25 mM) (0,33 U.g') e um rendimento de
imobilizacdo (88,90%). Os menores valores de atividade do imobilizado foram
verificado em pHs 8 (tampéo fosfato de s6dio 25 mM ), 9 (tampéo tris aminometano
25 mM) e 10 (tampéo carbonato de s6dio 25mM). Levando em consideracdo que o
ponto isoelétrico da lipase CalB € o pH 6, os resultados obtidos neste estudo
indicaram uma faixa de pH oOtimo proxima do ponto isoelétrico da enzima
(Uppenberg et al., 1994; Rodrigues et al., 2008; Sun etal., 2010; Liuetal., 2011).

4.3.2 Imobilizagéo da CalB em PU

4.3.2.1 Reacdo de polimerizacao: sintese do poliuretano (PU)

Para a sintese do PU foram avaliadas diferentes propor¢cées dos monémeros
poliol e isocianato. Como parametro de avaliagdo acompanhou-se visualmente a
consisténcia, a estabilidade quanto ao efeito de retracdo do volume, defeitos de
conformacéo, a maleabilidade e a conformacéo dos poros da espuma (Zaiat, 2003).

A Figura 17 apresenta o aspecto conformacional das espumas de PU

sintetizadas, empregando as diferentes proporc¢des de poliol e isocianato.

Figura 17 - Aspecto conformacional das espumas de poliuretano formadas
empregando diferentes proporgdes dos mondmeros poliol e isocianato,
respectivamente, sendo (a)5e2mL, (b)5e3mL,(c)5ed4mL(d)5e5
mL e (e)3e 5mL.
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As diferentes razdes polioliisocianato testadas apresentaram comportamentos
distintos. Na razdo molar 5:2 a espuma nao polimerizou, 5:3 obteve-se uma espuma
uniforme flexivel, a razdo de 5:4 conduziu a formacdo de uma espuma com grandes
poros, 5:5 a espuma ficou oca e na razdo 3:5 a espuma permanece u Umida ao final
do processo.

As particularidades observadas nas espumas de PU formadas decorrem das
proporcdes dos mondémeros empregados para a sintese do PU. A escolha dos
mondmeros (diisocianatos e polidis) empregados na formacédo da espuma, cada um
com suas caracteristicas proprias e funcionalidades, também podem interferir na
qualidade destas espumas (Pinto et al., 2005, Meng et al., 2008).

Ap6s a avaliacdo das espumas obtidas, foi definida a propor¢cdo de
poliolisocianato (5:3 (v/v)), pois esta conduziu a formacdo de polimero com
melhores caracteristicas e, portanto, esta foi a propor¢do empregada na avaliacao

da imobilizacéo da CalB.

4.3.2.2 Avaliacao da conformacéo do imobilizado com lipase CalB soluvel

O ensaio conduzido empregando a acetona como solvente da enzima gerou
uma estrutura polimérica rigida, compacta e bifasica, com duas fases distintas em
termos de densidades, uma fase inferior compacta e de coloracdo amarelada,
indicando ser enriquecida com isocianato.

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

A avaliacdo das condi¢cdes de imobilizacdo permitiu identificar que na razao
5:3 (v/v) de poliollisocianato, ocorreu a formacdo de uma espuma mais flexivel com
poros uniformes. A quantidade de enzima previamente diluida em tampéo, 10% (v/v),
foi previamente adicionada ao monémero poliol. Apdés uma etapa de mistura, fez-se
a adicado do isocianato, deixando polimerizar por 5 minutos. A espuma formada
apresentou uma boa uniformidade na estrutura polimérica, o que indica que ocorreu

imobilizagdo da enzima, conforme mostra a Figura 18.



76

Figura 18- Vista frontal da amostra de espuma de poliuretano inteira (a) e vista

frontal da espuma de poliuretano cortada ao meio (b).

(b)

Apés a etapa de imobilizacdo, o PU incorporado com enzima, foi seccionado

em 3 partes (inferior, meio e superior), as quais, individualmente, foram submetidas
a ensaios de atividade enzimética. A medida da atividade foi efetuada 24 h apos a
imobilizacdo, momento em que a amostra apresentava-se seca. Cada fracao foi

triturada (Figura 19) e a medida da atividade efetuada, constatando-se que houve
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atividade em todas as fracdes. Posteriormente, as fracdes de enzima imobilizada

foram misturadas.

Figura 19- Aspecto da CalB imobilizada em PHBV, triturada.

A atividade de esterificacdo da CalB livre e imobilizada em PU é de 104
U.mL? e 173 U.g™* de suporte, respectivamente. A enzima ndo sofreu desnaturacéo,
sendo verificado, inclusive, um aumento na atividade da enzima imobilizada em PU.
Cumpre mencionar que este processo € rapido e retém atividade enzimatica,

conforme mostra o trabalho de Silva et al. (2013).

4.3.3 Estabilidade térmica da CalB livre e imobilizada a altas temperaturas

4.3.3.1 Lipase CalB imobilizada em PHBV

Apoés determinar a melhor condicdo para imobilizacdo da lipase em PHBV
(120 min e pH 7) foi realizada a avaliacdo da estabilidade de temperatura da solucao
enzimatica diluida em tamp&o e imobilizada em funcdo do tempo. Os resultados

podem ser visualizados nas Figuras 20 e 21.
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Figura 20 - Avaliacdo da estabilidade da lipase CalB livre como funcdo do tempo de

exposicao a altas temperaturas (40, 60 e 80° C).
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Apés 21 horas de exposicdo observou-se que a atividade da enzima livre
submetida a temperatura de 40 °C apresentou-se estavel, mantendo atividade
residual de 100 % em relacdo a atividade inicial da lipase CalB livre. Na temperatura
de 60 °C a atividade apresentou queda acentuada, mantendo uma atividade residual
de 0,23%, apos 21 horas. A alta temperatura desnatura rapidamente a enzima livre,
esse fato € confirmado na temperatura de 80 °C, quando a atividade também
apresentou queda, e apés 21 horas perdeu 100% de sua atividade inicial.

O estudo da estabilidade a temperatura da lipase CalB livre foi estudada por
Arroyo et al. (1999), os quais obtiveram como resultado apos 1 hora de exposicao a
50 °C somente 30% da sua atividade inicial. A estabilidade da CalB a alta
temperatura também foi avaliada por Silva et al. (2012a), onde atividade da enzima
de Candida antarctica B livre apds 21 h de exposicao a 60 °C perdeu totalmente sua
atividade. Desta forma, os resultados obtidos na presente pesquisa seguem em

conformidade aos ja relatados pela literatura.
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Figura 21 - Avaliagdo da estabilidade da lipase CalB imobilizada em PHBV em

funcdo do tempo de exposicao a altas temperaturas (40, 60 e 80° C).
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Apoés 21 horas de exposicdo observou-se que a atividade da CalB imobilizada
submetida a temperatura de 40 °C apresentou-se estavel, em relacdo a atividade
inicial da lipase CalB imobilizada. Nas temperaturas de a 60 e 80 °C a atividade
apresentou queda, mantendo uma atividade residual de 67 e 54 % respectivamente,
em relacdo a atividade inicial da CalB imobilizada, apés 21 horas (Figura 21). Cabe
ressaltar que Silva et al. (2012a) utilizaram diversas preparac¢des de quitosana para
imobilizar a lipase Candida antarctica B e a estabilidade térmica destas a 60 °C por
21 horas, apresentaram uma atividade residual em torno de 40 e 50% na
temperatura de 80 °C, onde a dosagem da atividade hidrolitica foi realizada em p-
nitrofenil butirato.

Desta forma, foi possivel observar que a imobilizacdo da CalB em PHBV a
baixa pressdo, em pH 7 e com tempo de imobilizacdo de 120 minutos aumentou 0
tempo de estabilidade da enzima nas temperaturas de 60 e 80 °C, relacionadas pela
dosagem da atividade de hidrolise do p-nitrofenil butirato. Cabe ressaltar que a
atividade da CalB imobilizada ap6s 3 horas de exposicdo a 80 °C foi 100% da inicial
imobilizada (Figura 21), comparada a total inativacdo da enzima livre neste mesmo

tempo e temperatura (Figura 20).
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4.3.3.2 Lipase CalB imobilizada em PU

ApoOs determinar a melhor condicdo para imobilizacdo da lipase em PU (5:3
(v/v) de poliol e isocianato), foi realizada a avaliacdo da estabilidade da enzima livre
e imobilizada em funcdo do tempo de exposicdo a diferentes temperaturas. Os
resultados obtidos para a enzima livre e imobilizada em PU encontram-se
apresentados nas Figuras 22 (CalB livre a altas temperaturas) e 23 (CalB

imobilizada em PU a altas temperaturas).

Figura 22- Avaliacéo da estabilidade da lipase CalB livre como fungéo do tempo de

exposicao a altas temperaturas (40, 60 e 80 °C).
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Apés 21 horas de exposicdo observou-se que a atividade da enzima livre
submetida a temperatura de 40 °C ndo apresentou queda, mantendo uma atividade
residual de 100 % em relacdo a atividade inicial da lipase CalB livre. Na temperatura
de 60 °C também apresentou queda, mantendo uma atividade residual de 6,74 %
em relacdo a atividade inicial da enzima (Figura 22). A alta temperatura degrada
rapidamente a enzima livre, esse fato é confirmado na temperatura de 80 °C, quando
a atividade residual apos 21 horas de exposicao apresenta atividade residual de

2,14 % em comparacdo com a inicial da CalB livre.
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Figura 23- Avaliagcéo da estabilidade da lipase CalB imobilizada em PU como fungéo

do tempo de exposicdo a altas temperaturas (40, 60 e 80 °C).
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Em relacdo a estabilidade de temperatura da enzima imobilizada submetida a
exposicdo a 40 °C, durante as primeiras 3 horas permaneceu com a atividade
constante, ndo demonstrando queda. Apés 21 horas de exposi¢cdo, observou-se que
a atividade da enzima imobilizada submetida a temperatura de 60 e 80 °C nao
apresentou queda, mantendo uma atividade residual de 100% em relacdo a
atividade inicial da CalB imobilizada.

O acompanhamento da estabilidade a temperatura foi monitorada por varios
dias. Apds 15 dias de exposicéo a 40, 60 e 80 °C, a atividade residual foi nula, sendo

a CalB imobilizada inativada em ambas temperaturas.

4.3.3.3 Resumo da estabilidade térmica da lipase CalB livre e imobilizada em
diferentes suportes

A Tabela 9 apresenta um resumo da estabilidade da CalB livre e imobilizada
em PHBV e PU exposta a altas temperaturas (40, 60 e 80 °C), apds 21 horas de
exposicao.
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Tabela 9- Estabilidade da CalB livre e imobilizada apds 21 horas de exposi¢cdo a
altas temperaturas (40, 60 e 80 °C).

Atividade Residual (%)
Atividade Hidrolitica Atividade de Esterificagao
(UmLteuUg? (UmLteUg?
Temperatura (°C) | CalB livre CalB/PHBV  CalB livre CalB/PU
40 100 100 100 100
60 0,23 67,72 6,74 100
80 0 54 2,14 100

A Tabela 9 apresenta os valores de atividade residual obtidas nas diferentes
temperaturas de exposicao (40, 60 e 80 °C) da CalB livre e imobilizada em PHBV e
PU a baixa pressdo. Considerando que as dosagens de atividade para a
imobilizacdo em PHBYV foi em termos de hidrélise do p-nitrofenil butirato e para PU
de esterificacdo do acido oléico e etanol, os sistemas ndo podem ser comparados
em termos de valores, contudo, a tendéncia do aumento da estabilidade para cada
suporte pode ser verificado. Os resultados demonstram que para reacdes de
sintese, a imobilizagdo em PU possibilitou maior estabilidade da enzima no tempo
avaliado.

A estabilidade da lipase CalB soluvel livre e imobilizada em diferentes
preparacdes de quitosana foi avaliada na temperatura de 60 °C por 21 horas, onde
verificou-se que a enzima livre reduziu 100% de sua atividade e a CalB imobilizada
manteve em torno de 40% de sua atividade (Silva et al., 2012a).

Segundo Cui et al. (2013), a lipase de Yarrowia lipolytica livre e imobilizada
em poliuretano submetida a uma temperatura de 50 °C por 30 min manteve uma

atividade residual de 5 e 44%, respectivamente.
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4.3.4 Estabilidade térmica da CalB livre e imobilizada a baixa temperatura e

temperatura ambiente

4.3.4.1 Lipase CalB imobilizada em PHBV
A avaliagcdo da estabilidade de estocagem da lipase CalB imobilizada em
PHBV foi realizada em geladeira (4 °C). Os resultados obtidos apdés 21 horas de

exposicao podem ser evidenciados na Figura 24.

Figura 24 — Avaliagdo da estabilidade da lipase CalB imobilizada em PHBV em

funcdo do tempo de estocagem a 4 °C.
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Os resultados apresentaram algumas oscilagbes na atividade residual, entre o
periodo de tempo de estocagem, possivelmente devido a aglomeracdo das
nanoparticulas de PHBV, visualmente observadas durante este periodo, relativo ao
proprio comportamento deste suporte, o que pode dificultar a amostragem da
enzima imobilizada. A estabilidade de estocagem da enzima imobilizada seca em
geladeira foi acompanhada durante 45 dias, sendo que aos 30 dias de

armazenagem 50% da atividade inicial do derivado enzimatico ainda era mantida.
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4.3.4.2 Lipase CalB imobilizada em PU

A avaliacdo da estabilidade de armazenamento das enzimas imobilizadas a
baixa temperatura e temperatura ambiente foi realizada de duas formas: fracionada
e triturada. A estabilidade da enzima imobilizada foi avaliada na forma fracionada e
triturada conforme apresentam as Figuras 25 (CalB imobilizada armazenada a

temperatura ambiente) e 26 (CalB imobilizada armazenada em geladeira).

Figura 25 - Avaliagdo da estabilidade da lipase CalB imobilizada em PU em fung&o

da temperatura ambiente.
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A enzima CalB imobilizada em PU, tanto na forma triturada quanto fracionada,
apresentou comportamento similar. O comportamento da enzima CalB frente ao
suporte PU é instavel, apresentando varias oscilacbes. Fato que requer maior
estudo, pois a ocorréncia de reac¢Bes durante o armazenamento Sao possiveis.
Durante a polimerizagéo do poliuretano pode ocorrer a imobilizagdo por incluséo ou
ligacbes o que possivelmente esta alterando estas diferentes formas e fragcdes dos
imobilizados. A estabilidade da CalB imobilizada em PU foi de 74 dias. Estes
resultados demonstram que a utilizacdo de espumas de poliuretano, como suporte,
na imobilizacdo de enzimas, mantém a atividade por varios dias em temperatura
ambiente. Resultado similar foi obtido por Ferraz et al. (2012), onde foram avaliadas

a estabilidade de extratos enzimaticos obtidos a partir de farelo de arroz, farelo de
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soja e bagaco de cana a temperatura ambiente por 60 dias, onde os resultados
mostraram a tendéncia de manutencdo por mais tempo a atividade nesta condicdo

de temperatura.

Figura 26 - Avaliacdo da estabilidade da lipase CalB imobilizada em PU em funcao

da temperatura de 4 °C.
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A enzima CalB imobilizada em PU na forma triturada apresenta um
comportamento mais linear se comparada com a fracionada. O comportamento da
enzima CalB frente ao suporte PU € muito instavel, apresentando varias oscilagcdes.
Fato que requer maior estudo, pois a ocorréncia de reagbes durante o
armazenamento sao possiveis. As oscilacbes que ocorrem durante o0
armazenamento em geladeira sdao similares as que ocorrem a temperatura
ambiente. A estabilidade da CalB imobilizada em PU foi de 74 dias.

Com base nestes resultados pode-se verificar que 0 armazenamento, tanto na
forma fracionada como triturada, ndo interfere na atividade da enzima CalB

imobilizada em PU.



86

4.3.5 Avaliacao da capacidade de reciclo da CalB imobilizada

Em relacdo a estabilidade operacional da lipase de Candida antarctica B em
PHBYV, foram testadas por 4 ciclos onde pode-se constatar que a mesma manteve
sua atividade inalterada.

O efeito da atividade da lipase CalB imobilizada em PU foi investigada pela

sintese em acido oléico e etanol, como mostra a Figura 27.

Figura 27 - Estabilidade operacional da reacéo de esterificacdo do acido oléico para

CalB imobilizada em poliuretano.
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A enzima CalB imobilizada em PU apresenta a cada ciclo um decréscimo na
atividade e ap0s 4 ciclos de rea¢éo a atividade residual passa a ser 12,9 %.

Segundo Rodrigues et al. (2008), a lipase CalB solivel imobilizada em carvao
ativado para sintese de butil butirato, apds 6 ciclos, rettm de 10 a 15% de sua
atividade inicial. De acordo com o trabalho de Guncheva et al. (2011), a lipase de
Candida rugosa imobilizada em poliuretano, mantém 80% de sua atividade inicial
apos 15 ciclos, sendo aplicado na esterificagdo de acido palmitico com alcool etilico.
A inulinase imobilizada em poliuretano manteve 49,7 e 49,4% de sua atividade inicial
apos 24 ciclos de reutilizagcdo em sacarose e inulina, respectivamente (Silva et al.,
2013). A estabilidade operacional da lipase de Yarrowa lipolytica imobilizada em

espumas de poliuretano para sintese de lauril laurato foi estudada por Cui et al.
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(2013), onde o biocatalisador manteve, apés 15 ciclos de reacdo, um rendimento em
produto de 92%.

4.4 Caracterizagdo dos suportes e da CalB imobilizada

4.4.1 Andlise de BET

A partir das isotermas de adsorcdo do nitrogénio a éarea superficial das
nanoparticulas de PHBV foi nula, pois ao ser tratado com dioxido de carbono
supercritico as particulas se tornam mais compactas impedindo assim a identificacdo

do didametro de poro.

4.4.2 Microscopia eletrénica de varredura do PHBV

A precipitacdo do polimero PHBV em diéxido de carbono supercritico
utiizando a técnica SEDS resultou na formacdo de nanofibras de 5 a 7 um de
largura e, apdés a imobilizacdo, ocorreu um aumento na espessura das nanofibras

para valores entre 7 a 10 um, conforme mostra a Figura 28.

Figura 28 - Micrografias de nanoparticulas de PHBV (a); nanoparticulas de PHBV
com enzima CalB (b).
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As micrografias demonstram existéncia de similaridade morfolégica entre as
estruturas do suporte de PHBV e do PHBV com enzima imobilizada. As enzimas
imobilizadas possuem maior tamanho de particula, este fato esta possivelmente

relacionado com as pequenas aglomeragdes formadas durante a imobilizacao.

4.4.3 Andlise de DRX

4.4.3.1 PHBV
A cristalinidade das nanofibras foi avaliada pela analise de DRX. Os
difratogramas do suporte e do CalB imobilizado em PHBV s&o apresentados nas

Figuras 29 e 30, respectivamente.

Figura 29 - Difratogramas de raios X das amostras de PHBV precipitado.
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Figura 30 - Difratogramas de raios X das amostras de CalB imobilizada em PHBV.
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Os difratogramas para ambas as amostras exibem reflexdes intensas e
definidas indicando que o material possui estrutura cristalina. Os compostos
cristalinos apresentam estrutura organizada e consequentemente uma superficie
mais uniforme. Comparando as figuras observa-se 0 mesmo comportamento, ou
seja, aparecem 0s mesmos planos cristalinos (mesmas reflexdes). Este resultado
era esperado tendo em vista que a imobilizacdo ocorre com uma enzima sollvel,
sua estrutura permanece praticamente inalterada. Perfis de difragdo similares para
PHBYV puro foram encontrados por Senhorini et al. (2012), onde o difratograma deste

composto apresentou valores de 20 correspondentes aos planos cristalinos na faixa
de 13 a 30°.

4.4.3.2 Poliuretano

Os difratogramas do poliuretano puro e enzima CalB imobilizada em PU estéao
apresentados nas Figuras 31 e 32.
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Figura 31 - Difratogramas de raios X das amostras de PU puro.
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Figura 32 - Difratogramas de raios X das amostras de CalB imobilizada em PU.

Intensidade (unidades de area)

Os difratogramas para ambas as amostras exibem um pico alargado, ou seja,
0 material possui estrutura mais amorfa. Comportamento similar foi identificado por
Silva et al. (2012b) onde foi caracterizado o poliuretano puro e poliuretano com
argila. A caracterizagdo do poliuretano puro também foi relatado no trabalho de

Fiorio (2011), onde a presenca de um pico alargado foi identificado em 26 - 20°.
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4.5 Avaliacao da aplicacdo da lipase CalB imobilizada na catalise de reacfes de

sintese

A aplicacdo da lipase imobilizada em PHBV e PU na catalise de reacdes para
sintese enzimatica dos ésteres geranil oleato, geranil propionato e oleato de etila

estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - ConversbOes reacionais obtidas nas reacdes catalisadas pela CalB
imobilizada em PHBV e PU na esterificacdo de geraniol com acido

oléico e propiénico e do &cido oléico e etanol.

Conversao Lipase CalB

Imobilizada (%)

PHBV PU
Geranil oleato 88,0 87,7
Geranil propionato 0 0
Oleato de etila 17,4 19,3

A aplicagcdo do imobilizado nas reacdes de producdo de geraniol oleato
apresentou 88,0 e 87,7% de rendimento, respectivamente. Resultado similar foi
reportado por Paroul et al. (2011), onde foi utilizada a razdo molar geraniol:acido
oléico 3:1 (v/v), a 40 °C, 160 rpm com 10% enzima imobilizada, obtendo um
rendimento de 93,0 %. Para ambas as enzimas imobilizadas, a reacdo com geraniol
e acido propidnico ndo apresentou conversado. Para a sintese de oleato de etila, a
CalB imobilizada em PHBV e PU apresentou 17,4 e 19,3 % de rendimento,
respectivamente.

Alguns estudos apresentados na literatura relatam a esterificagcdo enzimatica
em sistema livre de solvente com diferentes acidos graxos e alcoois. Paroul (2011)
otimizou a producdo de geranil propionato na condicdo de razdo molar 3:1 (geraniol :
acido propionico) e 10% de enzima Novozym 435, alcangando uma conversédo

média de 94,6% em produto.
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De um modo geral, a lipase CalB imobilizada em PHBV e PU testada para a
esterificacdo enzimética conduziram a conversdes satisfatérias, indicando que um
estudo mais detalhado deve ser realizado, buscando a otimizacdo do processo, para
0S extratos que apresentam, neste sistema reacional, maior potencial de aplicacéo

como biocatalisador.
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5. CONCLUSOES

A formacdo de nanoparticulas tem sido estudada no encapsulamento de
substancias bioativas com éxito. Véarias substancias ja foram encapsuladas a alta
pressdo, na sua maioria com a utlizacdo de diéxido de carbono como fluido
supercritico.

O PHBV apresentou-se solavel apenas em diclorometano, limitando as
possibilidades de imobilizacdo de enzimas a serem investigadas pelo processo de
co-precipitacdo e técnica SEDS empregando CO, como antissolvente. A lipase
Amano PS utilizada neste estudo apresentou solubilidade parcial em diclorometano
puro, mas quando da adi¢do do polimero a solubilidade aumentou.

A imobilizacdo da CalB em PHBV a baixa pressédo indicou que o melhor
tempo e pH de imobilizacdo foram 120 min e 7, respectivamente.

A enzima livre apGs 21 horas de exposicao a altas temperaturas apresentou
valores de atividade inferior a 15% o0 que era esperado devido a desnaturacao da
lipase. A CalB/PHBV apresentou boa estabilidade nas temperaturas de 60 e 80 °C
mantendo mais de 50% de sua atividade inicial apds 21 horas de exposicao. A lipase
CalB imobilizada em nanoparticulas de PHBV possui boa estabilidade a altas
temperaturas se comparada com a CalB livre. Em relagcdo a exposicdo a baixa
temperatura, a CalB apresentou um comportamento estavel durante o periodo de 45
dias.

A lipase CalB imobilizada em PU apresentou um aumento se comparada a
lipase na forma livre, durante a exposicdo por 21 horas a altas temperaturas a
atividade manteve-se inalterada, ressaltando a eficiéncia do biocatalisador. Quanto a
exposicao a baixa temperatura tanto em geladeira como ambiente, seja na forma
triturada como fracionada, a atividade se manteve pelo periodo de 74 dias.

Quanto ao reciclo operacional, tanto para CalB imobilizada em PHBV como
em PU, apresentaram atividade por 4 ciclos.

Em termos de aplicagdo da lipase CalB imobilizada em nanoparticulas de
PHBV e espuma de poliuretano ambas apresentaram conversao para sintese de

geranil oleato e oleato de etila.
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Portanto, de uma forma mais ampla, € possivel concluir que a imobilizacdo
utilizando nanoparticulas de PHBV, suporte biodegradavel, apresenta uma nova
possibilidade para imobilizacdo da lipase CalB, contudo outros aspectos do processo
de imobilizagdo ainda devem ser avaliados e aprimorados. Em relacdo ao suporte
PU sua estabilidade a altas temperaturas e alta atividade se torna um fator de
particular interesse para aplicagdo em processos industriais, podendo-se considerar

uma alternativa viavel na aplicacdo como catalisador em reacdes de esterificacéo.

5.1 Sugestdes paratrabalhos futuros

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes

sugestdes para trabalhos futuros podem ser delineadas:

- Utilizacao de blendas, mistura de outros polimeros ao PHBV;

- Andlise morfolégica e estrutural da espuma de poliuretano;

- Estudo das condi¢cbes de producdo do sistema selecionado em termos de
concentracdo da enzima (% (m/m) em relacdo aos substratos) e da razdo molar dos
substratos envolvidos na reacédo de aplicacao;

- Variacdo da razao molar, tempo de reacdo, temperatura e concentracao de enzima

visando otimizar a producéo enzimatica.
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ANEXO A — CURVA DE CALIBRACAO DO p-NITROFENOL (pNP)

A seguir esta apresentada a curva de calibracdo do p-nitrofenol, da qual &
obtido o fator de corre¢éo (fc= 0,0742), utilizado nos calculos de atividade hidrolitica

da enzima CalB imobilizada em PHBV.

0,14
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0,1

[1de p- nitrofenol

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
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Figura A.1- Curva de calibracdo do pNP (A = 410 nm), utilizada nos célculos de

determinacéo de atividade enzimética de hidrolise.



