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Resumo da dissertacdo apresentado ao Programa de Pds Graduagdo em Engenharia de
Alimentos como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do grau de Mestre em
Engenharia de Alimentos

IMOBILIZACAO DE LIPASE DE Candida antarctica B (CAL B) IN SITU EM
ESPUMA FLEXIVEL DE POLIURETANO COM DIFERENTES DENSIDADES

Angela Antunes

Margo/2015

Orientadores: Dr. Rogério Marcos Dallago

Dra. Jamile Zeni

O presente trabalho teve objetivo avaliar o processo de imobilizacdo de lipase Candida
antarctica B (CAL B) em PU flexivel, processo esse de polimerizacdo, que se obtém
um material com carateristicas lineares. O processo de polimerizacdo da enzima se deu
com a mistura de mondmeros, surfactantes, extensores de cadeia e agua. A técnica de
imobilizagdo, bem como a estabilidade do imobilizado a diferentes temperaturas, e a
capacidade de reciclos reacionais foram avaliadas pela atividade de sintese do acido
oleico e etanol. A fim de otimizar o processo de medida de atividade de esterificacdo do
imobilizado D30 e D18, foi realizado um delineamento composto central rotacional
(DCCR) utilizando como variaveis a concentra¢do de enzima e a temperatura de reacéo.
De acordo com os resultados obtidos, processo de imobilizacdo apresentou rendimento
igual a 2429,92, 415,65 e 1102,06%, para os imobilizados D30, D20 e D18
(respectivamente) Os experimentos realizados permitiram selecionar os imobilizados
que apresentaram os melhores resultados. O DCCR possibilitou a maximizacdo das
condigdes operacionais da medida de atividade (esterificacdo) para os imobilizados D30
e D18. As maiores atividades foram obtidas nos ensaios do ponto central (40°C, 0,1 g de
enzima imobilizada, 40 minutos de reacdo) com atividade de aproximadamente 1035,00
e 1161,61 U/g, respectivamente. Os resultados do reciclo continuo demostraram a
possibilidade de reutilizar os imobilizados D30 e D18 por até 5 vezes, considerando
50% de atividade residual. J& os resultados dos reciclos realizados a cada 24 horas e
com lavagem em solventes organicos, apresentaram reuso por até 15 vezes para ambos
os imobilizados (D30 e D18). Em relacdo a estabilidade térmica dos imobilizados o
resultados foram superiores daqueles apresentados pela Lipase de Candida antactica B
livre.

Palavras-chave: Polimerizacédo, CalB, esterificacao.
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IMMOBILIZATION OF Candida antarctica B (CAL B) LIPASE IN FLEXIBLE
POLYURETHANEFOAM IN DIFFERENT DENSITIES

Angela Antunes

March/2015

Advisors: Dr. Rogerio Marcos Dallago

Dra. Jamile Zeni

The present study was to evaluate the lipase immobilization process Candida antarctica
B (CAL B) in flexible PU, a process of polymerization, which is obtained a material
with linear characteristics. The polymerization process of the enzyme occurred with the
mixture of monomers, surfactants, chain extenders and water. The immobilization
technique as well as the stability of immobilized at different temperatures, and the
reaction recycles capacity were evaluated by synthesis activity of oleic acid and ethanol.
In order to optimize the process of esterification activity of immobilized derivatives
(D30 and D18), there was a central composite design (CCRD) using as variables the
enzyme concentration and the reaction temperature. According to the results,
immobilization process had a yield equal to 2429.92, 415.65 and 1102.06 % for the
fixed D30, D20 and D18 (respectively) the experiments allowed to select the
immobilized derivatives that showed the best results. The CCRD possible to maximize
the operating conditions of the measure activity (esterification) for D30 and D18
immobilized. The highest activities were obtained from the midpoint of the test (40°C,
0.1 g of immobilized enzyme, 40 minutes reaction) with the activity of about 1035.00
and 1161.61 U/g, respectively. The results of continuous recycle demonstrated the
possibility of reuse the immobilized derivatives D30 and D18 by up to 5 times,
considering 50 % residual activity. However, the results of recycles performed every 24
hours, and washing with organic solvents for reuse presented 15 times for both
immobilized (D30 and D18). Regarding the thermal stability of fixed the results were
higher than those demonstrated by lipase Candida antarctica B free.

Keywords: Immobilization, lipase, flexible polyurethane foam, esterification.
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1 INTRODUCAO

A lipase de Candida antarctica B (CAL B) é a enzima mais utilizada em
biocatalise, apresentando atividade para uma ampla variedade de reacdes de
transformacoes, tais como: hidrolise, esterificagdo e transesterificagéo.

A sua versatilidade conduz a varias aplica¢des industriais, com destaque para as
industrias alimenticia (sabor e aroma), oleoquimica (sintese de ésteres), farmacéutica
(explora a enantioseletividade na formulacdo de farmacos e resolucdo de Aalcoois
racémicos. (GOTOR FERNANDEZ et al., 2006), téxtil, do couro, de detergentes e do
papel(HASAN et al., 2006).

Entretanto, a utilizacdo da lipase de Candida antarctica B (CAL B) na sua forma
livre é frequentemente dificultada pela desnaturacdo e inativacdo do biocatalisador
durante o processo reacional, além da dificuldade para sua recuperagdo e reciclagem.
Frente a este problema, a técnica da imobilizacdo € utilizada para fornecer estabilidade
as enzimas, facilitar sua recuperacdo e a preservacdo da atividade catalitica ao longo de
varios ciclos de reacdo, aumentando a relacdo custo-beneficio (VILLENEUVE et al.,
2000; DALLA-VECCHIA et al., 2004; CANTONE et al.,, 2012; HERNADEZ e
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011).

As técnicas de imobilizacdo e as condi¢cBes empregadas durante a imobilizacao,
tipo de suporte, natureza do solvente e variacGes de reatores podem influenciar nas
propriedades das enzimas imobilizadas.

Essas condigdes podem ser moldadas para modificar as propriedades da enzima
imobilizada para uso em determinada reacdo (IDRIS e BUKHARI, 2012). Existem
varios métodos para imobilizacdo de lipases, incluindo adsorcdo, ligacdo covalente,
aprisionamento, encapsulamento e ligacdo cruzada (DALLA VECCHIA et al., 2004;
MENDES et al., 2011a e 2011b; TORRES et al., 2011; MENDES et al., 2013).

Dentre os diversos tipos de suportes usados para imobilizacdo de enzimas, 0s
que tém mais se destacado nos ultimos anos sdo 0s que permitem a imobiliza¢do por
confinamento, com ou sem ligagdes, durante a etapa de sintese do suporte. Dentro deste
contexto destaca-se como suporte o poliuretano (PU). Estudos recentes desenvolvidos
pelo grupo de pesquisa demonstraram o potencial do PU na imobilizagdo in situ de
lipases durante a sua sintese (polimerizacdo). As lipases imobilizadas em PU

reticulado/ramificado apresentaram excelentes resultados de rendimento, estabilidade
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térmica e reciclos (NYARI, 2013). Considerando que diferentes tipos (ramificado ou
linear) de materiais poliméricos de PU podem ser sintetizados em funcdo dos
mondmeros (polidis e isocianatos) utilizados e do método de polimerizacdo empregado
(PALASKAR et al. 2010; VILAR, 2004; PECHAR, et al., 2007) torna-se necessario
investigacGes complementares visando melhor compreender os efeitos dos mecanismos

de polimerizacéo sobre a eficiéncia do processo de imobilizagéo de lipase em PU.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi Imobilizar Lipase B de Candida antartica em

espuma flexivel de poliuretano de diferentes densidades.

1.1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

e Avaliar o efeito da densidade sobre o processo de imobilizagéo e o rendimento de
imobilizacdo;

e Avaliar os efeitos da massa de catalisador e temperatura sobre a atividade de
esterificacao;

e Avaliar a estabilidade a estocagem em diferentes faixas de temperaturas;

e Auvaliar a estabilidade operacional (reciclos) e o efeito do tratamento prévio apos

cada ciclo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste tdpico serdo abordados temas referentes as lipases, com foco na lipase de
Candida antarctica B. Quais as reacdes de sintese que essas enzimas catalisam, além
disso, como esse biocatalisador tem sua eficiéncia aumentada quando imobilizada.
Também serdo abordados os poliuretanos, incluindo o seu histérico, com foco nas
espumas flexiveis e sua versatilidade, as reacdes envolvidas nas suas sinteses, os fatores
que favorecem uma boa espumacéo e a sua aplicagdo como suporte para imobilizagéo

de biomassa.

2.1 LIPASES

Amplamente distribuidas na natureza, as lipases sdo encontradas em tecidos de
varios animais e plantas, e podem ser produzidas por fermentacdo usando varias
espécies de micro-organismos, tais com os fungos Aspergillus mucor, Rhizopus
penicillium, Geotrichum sp, as leveduras Tulopis sp e Candida sp e as bactérias
Pseudomonas sp, Achromobacter sp e Staphylococcus sp., sendo que as caracteristicas
da lipase variam em funcéo da sua origem. Do ponto de vista econdmico e industrial, as
lipases provenientes de micro-organismos sao preferiveis as de fontes animais e plantas,
devido ao elevado custo de isolamento vinculado a estas fontes (CASTRO et al., 2004;
DUMITRIU et al., 2003).

As lipases (triglicerolacil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo classificadas como
hidrolases e atuam sobre ligacGes éster presentes em acilglicerois, liberando acidos
graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de esterases. A diferenciacdo entre
lipases e esterases ainda ndo estd completamente definida. Em 1958, Sarda e Desnuelle
propuseram definir as lipases a partir de sua caracteristica cinética, que é a propriedade
de ativacdo na presenca de substratos insolGveis em agua e emulsionados, ou seja, na
presenca de uma interface lipideo/agua. Segundo estes autores, as lipases seriam
ativadas na presenca de ésteres emulsionados, enquanto as esterases nao apresentariam
esta ativacdo, exercendo sua funcdo hidrolitica sobre substratos solGveis em agua
(SARDA e DESNUELLE, 1958). Em sintese, a diferenciagdo entre uma lipase e uma

esterase (EC. 3.1.1.1) esta no fato da primeira catalisar reacfes de substratos insolUveis
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em A&gua, engquanto que uma esterase age em substratos soluveis (ALVAREZ -
MACARIE et al., 1999).

Entretanto, a maioria das lipases apresenta uma faixa Otima de atividade e
estabilidade entre pH 6,0 e 8,0 e ndo requerem cofator (GHANEM; ABOUL-ENEIN,
2005), apresentando temperatura 6tima entre 30 e 60°C, embora sua termoestabilidade
varie consideravelmente em funcdo de sua origem (MACRAE; HAMMOND, 1985,
BATISTELLA, 2012; FREITAS, 2006), sendo as lipases microbianas as que possuem
maior estabilidade térmica (KIRK e CHRISTENSEN, 2002; SHARMA et al., 2001).

As lipases sdo usualmente estaveis em solucfes aquosas. Seu ponto isoelétrico
(PI) varia em uma faixa de pH entre 3,6 e 7,6 e a maioria delas possui Pl (ponto
isoelétrico) em pH entre 4 e 5.

A pesquisa nesta area busca a descoberta de enzimas mais eficientes que as
atuais, com atividades para novos compostos alvo, além de novos suportes solidos,
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)

As enzimas sendo utilizadas como catalisadores vem contribuindo para o rapido
crescimento da area de sintese organica, onde as lipases sdo muito utilizadas devido a
sua grande disponibilidade e baixo custo. Além disso, ndo requerem cofatores, atuam
em uma faixa de pH relativamente ampla, sdo muito estaveis neste meio, apresentam
especificidade, regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade. Possuem
a habilidade de catalisar reacbes de esterificacOes, transesterificacbes (acidolise,
interesterificacdo, alcoodlise), amindlise e tiotransesterificacdo (Figura 1) em solvente
organico anidro, sistema bifasico e em solugdo micelar, com alta especificidade.

O deslocamento do equilibrio na reacéo, no sentido direto (hidrdlise) ou inverso
(sintese), é controlado pela quantidade de dgua presente na mistura reacional. As lipases
tém sido extensivamente investigadas com relacdo as suas propriedades bioquimicas e
fisiologicas para aplicacGes industriais (PANDEY et al., 1999; GANDHI et al., 1997).
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Figura 1- Reac0es catalisadas pela enzima lipase.
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Nos Ultimos anos, com o intuito de aumentar a atividade catalitica de lipases,

foram apresentados na literatura varios procedimentos de imobilizacdo ou modificacdes

na estrutura nativa da enzima, sendo que estes processos envolvem diferentes graus de

complexidade e eficiéncia.

Os métodos de imobilizacdo requerem uma interacdo fraca ou a formacéo de

ligacGes covalentes entre a lipase e o suporte (FABER, 1997). A engenharia genética de

lipases envolve a modificagdo do gene que codifica a enzima. Esta tecnologia inclui a

habilidade de isolar e expressar os genes de interesse e modificar algum aminoécido que

ocupe um sitio importante para a atividade catalitica da enzima (VILLENEUVE et al.,
2000; WINLKER e GUBERNATOR, 1994).
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2.1.1 Lipase de Candida antarctica do tipo B (CAL B)

A lipase CAL B tem sido estudada para potenciais aplicagdes na industria
alimenticia, de detergente, farmacéutica, téxtil, cosméticos, papel e oleoquimica
(HASAN et al., 2006). Estas aplicacbes sdo possiveis devido a sua ampla gama de
especificidade para substratos, alta atividade para varias reagdes sob condi¢des brandas,
resisténcia a solventes organicos, estabilidade térmica, atuacdo em uma faixa ampla de
pH e elevada estéreo-especificidade (MCCABE et al., 2005; RODRIGUES et al., 2008;
DENG et al., 2011). Além disso, € utilizada em reacdes de transesterificacdo, hidrolise
em agua, esterificacdo de solventes organicos, transformac@es enantio e regiosseletiva
de muitos polimeros (HASEGAWA et al., 2008; LASSALLE e FERREIRA, 2008;
SCHWARB et al., 2008). Apresenta também caracteristicas biocataliticas pendentes para
a conversdo estereosseletiva de alcoois secundarios, provavelmente devido ao espaco
limitado disponivel na sua bolsa hidrofébica, desempenha um importante papel na
sintese de glicolipideos (PALOMO et al., 2002 ; UPPENBERG et al., 1994).

A lipase CAL B ndo apresenta ativacao interfacial, sendo o acesso ao sitio ativo
feito por um canal estreito com uma particularidade, ha existéncia de uma pequena
hélice de elevada mobilidade perto deste.

A principal aplicagdo industrial da CAL B na forma livre ou imobilizada s&o:
producdo de compostos opticamente ativos na industria farmacéutica (STRAATHOF et
al., 2002); alimentos e farmacos (CASTRO et al., 2004); producdo de ésteres usados na
industria de aromas (BRIGIDA et al., 2008; LOZANO et al., 2002); sintese de oleato de
cetila (aplicado em industrias de cosméticos) e biodiesel (SILVA et al., 2012); sintese
de lactato de butila (éster utilizado em industria de alimentos, cosméticos e farmacéutica
por possuir propriedades higroscopicas, emulsificantes e esfoliantes) (PIROZZI e
GRECO, 2004); sintese de ésteres de vitaminas (a fim de torna-las soltveis em 6leo
para adicdo em produtos alimenticios) (MAUGARD e LEGOY, 2000) e outras como
esterificagdo de agucares e glicidol (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2003; PALOMO
et al., 2005).
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2.2 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizacdo das enzimas, facilitar a separacdo dos produtos e aumentar a
estabilidade em solventes organicos.

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador,
passivel de recuperagdo, com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o
processo, em comparacdo a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera
exibir uma atividade catalitica superior. Além disso, ndo deverdo ocorrer alteragdes
estruturais, bem como modificagbes no sitio ativo. A imobilizacdo pode inibir ou
aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém nao existe uma regra que prediga
a manutenc3o destes parametros (CRUZ JUNIOR, 2007).

Segundo Van Beynum (1980), enzimas imobilizadas sdo aquelas que se
encontram confinadas ou localizadas em uma regido definida do espa¢o com retengéo
de sua capacidade catalitica, e que podem ser utilizadas repetida e continuamente. Elas
podem ser aplicadas tanto em catalise heterogénea como também em métodos
analiticos, como adsorventes seletivos de proteina, como micro-dispositivo para
recuperacdo controlada de proteinas entorpecentes ou mesmo como ferramenta
fundamental na quimica de proteinas na fase sélida (CAO, 2009). Todavia, a maior
aplicacdo se da na catalise heterogénea, sendo hoje, devido aos avan¢os da tecnologia
de imobilizacdo, equivalentes o numero de processos que fazem uso tanto de enzimas
livres quanto de enzimas imobilizadas (STRAATHOF et al., 2002).

A dificuldade em se recuperar a enzima do meio reacional ao final da catélise,
aliada a instabilidade e, frequentemente, inadequabilidade para uso em determinados
solventes e/ou condicBes de pH, temperatura e exposicdo a agentes desnaturantes,
podem ser superadas por meio da imobilizagdo (CARVALHO et al., 2006).

Além do tipo de imobilizacdo, varios parametros importantes devem ser
analisados para a escolha do suporte como: a estabilidade quimica e fisica, o carater
hidrofébico/hidrofilico, a capacidade de ligacdo com a enzima (SILVA et al., 2009).

No que diz respeito a imobilizacdo de lipase de Candida. antarctica tipo B,
considerando que esta € uma das poucas lipases que ndo sofre o fendmeno de ativagédo
interfacial (JAEGER e REETZ, 1998), tem-se observado que a imobilizacdo em
suportes hidrofobicos ndo apresentam hiper-ativagdo da enzima imobilizada. H&

indicios de que o uso de suportes altamente hidrofobicos pode, em algumas
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circunstancias, reduzir a eficiéncia de imobilizacdo da Lipase de Candida antarctica B.
(BRIGIDA, 2006).

2.3 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Apesar do grande numero de trabalhos publicados na area de imobilizagdo
enzimatica, poucos processos sdo aplicados em escala industrial. Assim, para que o
emprego de enzimas imobilizadas torne-se um processo economicamente viavel, deve —
se considerar o tipo de suporte empregado. Neste contexto, a espuma flexivel de
poliuretano apresenta-se como um suporte para imobilizacdo inovador e de eficiéncia

consideravel, em relacdo a outros suportes relatados na literatura.

2.3.1 Poliuretanos (PU’S)

O conhecimento da reacdo de producdo de ligacdes uretanicas datada de 1849,
quando Wurts e Hofmann relataram pela primeira vez a reacdo entre o isocianato e um
composto contendo grupos hidroxila (SOARES, 2012). Em seguida, Otto Bayer et al.
(1937), utilizaram essa reagdao para o desenvolvimento de PU’s, reagindo um
diisocianato com glicdis, resultando em reacdo de poliadigdo (VILAR, 2004).

As primeiras produgdes de espumas poliuretanicas ou de poliuretano (EPU’s)
foram realizadas por Leverkusen entre 1952 e 1954, utilizando poliéster como poliois,
dando origem as primeiras espumas e assim desenvolvendo a base para tecnologia
comercial de espumas. Em 1957 iniciou-se a utilizacdo de poliois poliésteres e por causa
de suas vantagens técnicas e comerciais, estes novos poliois ganharam rapidamente
espaco no mercado das espumas de PU (SOARES, 2012).

Os PU’s sdo polimeros versateis devido a variedade dos grupos constitutivos e
da possibilidade de polimerizacdo controlada, 0 que permite a adaptacdo do processo e
composi¢cdo (PU pode conter grupamentos: aromaticos, alifaticos, ciclicos, amidas,
uréia, éteres, ésteres entre outros) para a obtencdo de materiais para as mais variadas
exigéncias, desde a sola de calgados a implantes cirurgicos (ZECK, 2004).

A classificacdo das espumas como flexivel ou rigida, depende principalmente da
escolha do poliol. As flexiveis sdo preparadas a partir de poliois de massa molecular
moderadamente elevada, variando de 100 a 6000 e baixo grau de funcionalidade,

variando de 1,8 a 3, ao contrario das espumas rigidas, cujos pélios apresentam massas
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moleculares entre 250 a 1000 e alta funcionalidade de 3 a 12 (HERRINGTON e HOCK,
1997; VILAR 2004).

2.3.2 Sintese das espumas de poliuretanos

A sintese de diferentes tipos de materiais poliméricos é dependente dos
mondmeros (polidis e isocianatos) utilizados e do método de polimerizacdo empregado
(PALASKAR et al. 2010). Os polios e isocianatos usados para sintese podem variar
quanto a massa molar, natureza quimica e funcionalidade (VILAR, 2004). Se a
funcionalidade de ambos os reagentes é igual a 2, entdo um PU linear serd produzido.
No entanto, se um ou ambos os reagentes tém uma funcionalidade média superior a 2,

um polimero ramificado (Figura 2) sera formado (PECHAR et al., 2007).

Figura 2- Estruturas genéricas de polimeros lineares e ramificados.
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Fonte: VILAR, 2004

Além dos poliois e isocianatos, sdo usados outros reagentes para a sintese de
poliuretanos, tais como: extensores de cadeia (polidis geralmente de cadeias menores) e
catalisadores para aumentar a velocidade de reacdo e estabelecer o balango apropriado

entre a extensdo da cadeia e a reacdo de formacdo de polimero. Surfactantes e agentes
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de expansdo por controlarem o processo de formacdo e a densidade do polimero
também sdo importantes na producgdo dos PUs (FERREIRA, 2003).

Ao contrario da maioria dos polimeros, cujas unidades monoméricas sdo bem
definidas, o poliuretano é um polimero que ndo apresenta unidades repetitivas (uretano)
de forma regular, ndo possuindo assim, uma férmula empirica representativa da
macromolécula. Usualmente, representa-se 0 poliuretano por suas unidades
monomericas principais, o di-isocianato e o poliol, ndo sendo representados todos os
tipos de ligacdo que efetivamente podem fazer parte da estrutura do polimero formado.
A estrutura geral que constitui a base da quimica desses polimeros é a ligacdo uretanica
mostrada na Figura 3 (SOARES, 2012).

Figura 3- Estrutura geral de um poliuretano.
0]

R—N=—=(C=—=0 + HO—R ——*> R—NH/L(}R
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Fonte: VILAR, 2004

As principais reagdes de sintese dos PU’s envolvem a reacdo de adi¢do entre um
isocianato € um composto que possui hidrogénio ativo, normalmente um poliol,
responsavel pela formacdo de ésteres de acido carbamico (ligacGes uretano) e pode ser
considerada como a reacdo de propagacdo da cadeia poliuretanica, conforme esquema
da Figura 4.

Figura 4- Esquema da sintese convencional de poliuretano.
0 0
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Fonte: VILAR, 2004

Ja as espumas PU podem ser definidas como uma classe de polimeros que

durante a reacdo de polimerizacdo, apresentam dispersdo de gas dando origem a
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formacéo de pequenos bulbos ou células, interligadas em uma estrutura tridimensional.
(SOARES, 2012)

Durante a sintese, devido a reagdo de polimerizagdo ser exotérmica, ocorrem
reacOes secundarias, nas quais as ligacGes uretanicas reagem com oS isocianatos,
formando as ligacdes alofanatos (Figura 5), que se formam em temperaturas entre 120
°C e 150 °C, e ligacGes de biuretos, formados entre 100°C e 150°C, aumentando as
ramificacdes e as reticulagbes da matriz polimérica. Por serem menos estaveis que as
ligagGes uretanicas, acima de 150 °C essas ligacOes sdo degradadas nos compostos
iniciais. Normalmente ¢ utilizado excesso de isocianato para a formacéo dessas ligacoes

e garantir maior grau de reticulagcdo nas EPU’s. (SOARES, 2012).

Figura 5- Esquemas das reagGes de alofatos e biuretos.
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Fonte: VILAR, 2004.

As propriedades dos PU’s estdo intimamente ligadas & morfologia apresentada
pelo polimero. Devido as fortes interacGes entre as ligacGes uretanicas, segmentos
rigidos de carater polar sdo formados dentro de uma matriz flexivel de carater apolar,
formada pela cadeia principal do poliol utilizado, denominado de segmento flexivel.
Dessa forma, os constituintes da matriz tornam-se termodinamicamente incompativeis,
como consequéncia surgem dominios distintos, resultando numa separacdo de fases
(YILGOR et al., 2006; VILAR, 2004).

Por outro lado, na tecnologia de espumas, a formacdo da poliuréia, devido a
reacdo da agua com o isocianato, desempenha um papel importante na formacéo da
estrutura de células abertas e na separacdo das macro/microfases na matriz. Devido as

fortes interacGes entre as ligacOes da uréia, promovidas pelas pontes de hidrogénio,
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formam-se facilmente agregados de varios tamanhos, denominados de esferas de
poliuréias, que interagem com os segmentos rigidos da matriz, contribuindo para o
aumento do grau de reticulacdo e da segregacdo das fases do polimero, induzindo a
abertura das células da espuma (LAN e HAUGSTAD, 2011).

Do ponto de vista quimico existem dois métodos principais de preparacdo dos
poliuretanos.

No primeiro, todos os reagentes sdo misturados em uma Unica etapa (ones hot
process). O segundo inclui a preparacdo de um pré-polimero de baixa massa molar,
seguida de extensdo da cadeia deste pre-polimero, gerando uma elevada massa molar. A
formagdo deste precursor se d& atraves da reacdo entre macropoliol e um diisocianato
em excesso, originando pré-polimeros com cadeias contendo grupamento isocianato
livre em suas extremidades. A extensdo das cadeias do pré-polimero se passa com a
adicdo de compostos contendo grupamento hidroxilas (menores cadeias) que reagem
com 0s grupamentos isocianato das pontas das cadeias do pré-polimero. Esta ultima
reacdo da origem aos segmentos rigidos, responsaveis pela coesdo das cadeias destes
polimeros. Os segmentos flexiveis, por sua vez, sdo constituidos pelas cadeias do
macropoliol (ALMEIDA e AKCELRUD, 1999). O processo de formacdo do
poliuretano flexivel esta representado na Figura 6.

Figura 6- Etapas do processo de formacdo de uma espuma flexivel.
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Fonte: VILAR, 2004.

Na fase inicial da formacg&o de uma espuma flexivel hd um pequeno crescimento
das cadeias e ndo ha formacéo detectavel de biureto e alofanato (grupos relacionados a
formagéo de nds em uma rede poliuretanica). Simultaneamente a concentracdo do gas

carbénico aumenta no interior das microbolhas formadas durante a etapa de
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homogeneizacdo (nucleacdo) e a massa da espuma comeca a expandir em volume. O
gés difunde das bolhas menores, de maior pressao interna, para as bolhas maiores de
menor pressao, causando um crescimento das bolhas maiores e um consumo das bolhas
menores.

As bolhas formadas na etapa de nucleacao sdo muito pequenas e quase esféricas,
mas conforme elas expandem, tendem a se alongar na direcdo das paredes da espuma
(VILAR, 2004; JANG et al., 2008).

Quando volume da mistura reativa torna-se pequeno em comparagdo ao volume
das bolhas em expansdo, a area de contato entre as bolhas adjacentes torna-se uma
estrutura triangular chamada tecnicamente de bordas de Plateau (Figura 7).

O liquido é transferido das membranas para as bordas de Plateau por fluxo
capilar, levando a formacéo das células poliédricas irregulares, que se aproximam da
forma de um octaedro truncado.

Pode-se concluir que as caracteristicas fisico-quimicas da espuma sao
influenciadas pela morfologia macroscopica da espuma (células) e pela morfologia
microscopica do polimero (estrutura flexiveis e rigidas), sendo muito dificil separar o
efeito de cada um desses grupos morfoldgicos nas caracteristicas finais do produto
(SOARES, 2012).

Figura 7- Estrutura tipica de uma espuma: uma célula encontrada em espuma flexivel
de PU, as bordas de Plateau e as respectivas areas transversais.

Fonte: JANG et al., 2008.
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A escolha da matriz para imobilizacdo é um dos pontos chave na aplicacédo de
biomassa imobilizada. Para que um material possa ser usado como suporte, deve-se
levarem consideracdo, entre outros fatores, a resisténcia no meio que este interage, isto
é, 0 suporte deve ser pouco ou muito pouco solivel no meio, principalmente nas
condicbes de operacdo. J& a estrutura do suporte é extremamente importante,
principalmente a superficie de contato, quando este é destinado para a imobilizagdo por
adsorcao.

Entre muitos suportes disponiveis para imobilizacdo de células microbianas, a
técnica usando particulas porosas para suporte de biomassa, apresenta vantagens sobre
outros métodos em termos de aplicacdo industrial, tais como auséncia de aditivos
quimicos, de assepsia, sendo que as particulas podem ser reutilizadas e sdo resistentes a
cisalhamento (DIAS et al, 2001;DE ORY et al, 2004).

Entre as matrizes utilizadas no processo de imobilizacdo, as espumas de
poliuretanos tem se destacado devido as seguintes caracteristicas: grande &rea
superficial com intersticios para o crescimento celular, porosidade uniforme garantindo
a troca gasosa, fluxo de substrato e produtos metabdlicos, boa estabilidade mecanica,
quimica, térmica e biologica, resisténcia a degradacdo enzimatica além de
proporcionarem imobilizacdo facil e vidvel para uso em escala industrial.

Além dessas caracteristicas a espuma de poliuretano se revela como suporte
promissor devido a sua flexibilidade de sintese, sendo possivel obter espumas
hidrofilicas e hidrofobicas, o que facilita sua utilizacdo em processos biocataliticos
conduzidos em meio organico ou aquoso. Dependendo do sistema reacional é possivel
aproveitar a caracteristica de sorcdo das espumas flexiveis a fim de promover a
transferéncia de massa dos substratos até o micro-organismo, conforme foi relatado por
Oh, Maeng e Kim (2000).

2.3.3 Reagentes para sintese de poliuretano
Nos processos de fabricacdo de espumas flexiveis sdo utilizadas diferentes

matérias-primas, como poliois, isocianatos, agua, catalisadores, surfactantes, agentes de

expansdo auxiliares, retardantes de chama, pigmentos, cargas, etc.
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2.3.3.1 Polidis

Os poliois sdo uns dos grandes responsaveis pelas diversas propriedades dos
poliuretanos e a sua versatilidade como polimeros em diversas areas da ciéncia. O termo
poliol abrange uma grande variedade de compostos contendo grupos hidroxilas, capazes
de reagir com os isocianatos para formar os PU’s. Os poliois mais simples encontrados
para as sinteses de poliuretanos sdo os glicdis como 1,4-butanodiol e 1,6-hexanodiol,
que por possuirem baixa massa molar resultam em segmentos polimeéricos rigidos
devido a alta concentracdo de grupos uretanicos por unidade de cadeia do polimero
(VILAR, 2004; SERVE, 2007).

Diversos tipos de polidis sdo empregados na fabricacdo dos diferentes tipos de
espumas flexiveis de PU. Destes, os principais sdo os polidispoliéteres epolidis
poliméricos de diferentes estruturas, usados nas espumas convencionais e de alta
resiliéncia, e ainda, os polidis poliésteres, 6leo de mamona e outros polidis obtidos a
partir de Oleos vegetais. Neste estudo de imobilizagdo enzimaética, o poliol empregado

no processo de polimerizacdo foi o poliol poliéter.

2.3.3.2 Polidis poliéteres

As propriedades das espumas flexiveis dependem da estrutura quimica do
poliolpoliéter utilizado, como funcionalidade, tamanho da cadeia e tipo de epoxido
empregado. Os epoOxido poliéteres normalmente tém funcionalidade entre 2 e 3, peso
molecular entre 3000 e 6000, correspondendo a pesos equivalentes entre 1000 e 2000, e
sdo obtidos pela reacdo de um triol (ex. glicerina) com déxidos de propileno ou etileno.
Os polidis poliéteres produzidos com 6xido de propileno sdo os mais utilizados. A
quantidade e posicdo do Oxido de etileno na cadeia do poliol tem grande influéncia nas
suas propriedades, e o 6xido de etileno pode estar distribuido ao acaso ou em blocos. O
teor de déxido de etileno presente nos polidis poliéteres varia entre 5% e 15% e o
aumento do teor desses resulta em maior hidrofilicidade do poliol.

Existem também polidis poliésteres destinados a producdo de espumas
poliuretanicas, dos quais os mais utilizados sdo os poliadipatos glicois, normalmente a
base de dietileno glicol e trimetilol propano, com massa molecular de 1.500 a 3.000,
funcionalidade entre 2 e 2,5 e nimero de OH entre 58-62 mg de KOH/g. As

propriedades das espumas dependem da estrutura do poliol poliéster usado, sendo que a
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adicdo de poliol poliéster altamente ramificado leva a obtencdo de espumas rigidas
(VILAR, 2004; THOMSON, 2005).

2.3.3.3 Isocianatos

O isocianato mais utilizado nas espumas flexiveis em bloco é o tolueno
diisocianato (TDI) na mistura de isdmeros 2,4 e 2,6, nas proporc¢des 80:20 (TDI 80) ou
também 65:35 (TDI 65). O TDI 80/20 cru é usado na fabricacdo de espumas flexiveis de
alta resiliéncia. A relacdo estequiométrica entre as quantidades de isocianato e as de
poliol e 4gua utilizadas é chamada de indice 100, sendo normalmente usado um excesso
de 5% a 25% de TDI (indice de 105 a 125). Este excesso resulta na formacdo de
ligacGes cruzadas alofanato e biureto, acarretando aumento do suporte de carga, e
diminuicdo da tensdo de ruptura, alongamento e deformacdo permanente. Como a
acidez diminui a reatividade do TDI deve ser controlada (SANTOS, 2009).

Algumas propriedades fisicas das espumas sofrem a influéncia da relacéo entre
os isdbmeros de TDI utilizados, devido a diferenca de reatividade entre os dois grupos
NCO presentes nas posicdes 2 e 4 do anel aromatico dos isdmeros. Quando se aumenta
0 teor do TDI com composicdo 65/35 (quantidade de grupos OH nos doi monémeros
empregados na mistura de sintese) a reacdo do isocianato com a agua € favorecida e
ocorre maior liberacdo de gas e calor, e devem ser efetuados ajustes na catalise por
causa da menor reatividade do TDI 65/35 com o0s polidis (SANTQOS, 2009).

A estrutura eletrénica do grupo isocianato indica que sdo possiveis as estruturas
de ressonéncia da Figura 8.

Figura 8- Estrutura de ressonéancia do grupamento isocianato.

@ o o @ e @
R—N=—C—0 —— R—N=—=—C—O—R—N—C=—0_—"R=N—C=0

Fonte: VILAR, 2004.

Nos PUs a maioria das reacfes dos isocianatos ocorre através da adigdo a dupla
ligagdo C=N. Um centro nucleofilico contendo um atomo de hidrogénio ativo ataca o
carbono eletrofilico e o atomo de hidrogénio ativo € entdo adicionado ao nitrogénio.
Grupos aceptores de elétrons, ligados ao grupamento NCO, aumentam sua reatividade e
os doadores a reduzem, e por isso, 0s isocianatos aromaticos sao mais reativos do que 0s

alifaticos.
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Na tecnologia dos PUs existem cinco reac¢@es principais dos isocianatos com: (1)
polidis formando poliuretanos; (2) aminas dando poliuréias; (3) &gua originando
poliuréia e liberando gés carbbnico (principal agente de expansdo nas espumas de PU);
(4) grupos uretano e (5) uréia resultando na formacdo de ligacdes cruzadas alofanato e
biureto, respectivamente (Figura 9).

Figura 9- Principais reacdes entre isocianatos e polidis para a formacao de poliuretano.

O
[
1. Alcoois: R-NCO + ROH ——— = RNC-C-OR’ (uretano)

O
[l
2. Aminas: R-NCO + R'NH,——— = RNH-C-NHR" (uréia)

0
I
3. Agua: R-NCO + H,0 ——— RNC-C-NHR’ (uréia) + CO,

O 0
[ [
4. Uretano: R-NCO + RNC-C-OR™——— = RNC-C-OR’ (alofanato)

CONHR
O O

Il [l
5. Uréia: R-NCO + RNC-C-ONHR———= RTC-C-N[]R' (biureto)

CONHR
Fonte: VILAR, 2004

A selecdo do isocianato, de um modo geral, baseia-se nos seguintes fatores:
funcionalidade da molécula, estrutura quimica, massa molar, reatividade e a
disponibilidade no mercado. Os isocianatos mais utilizados na sintese de espumas
flexiveis € o di-isocianato de tolueno (TDI), portanto escolhido para a utilizacdo neste
trabalho (SOARES, 2012).

2.3.3.4 Catalisadores

Além dos polidis e isocianatos, sdo usados catalisadores para o controle das
reacOes de sintese de espumas PU’s, e assim estabelecer um balango apropriado entre a
extensdo da cadeia e a reacdo de formacéo da espuma. Os catalisadores mais usados séo
do tipo aminas terciarias e compostos organometalicos, principalmente a base de

estanho, como o dioctoato de estanho Il. Os catalisadores de estanho atuam diretamente
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sobre a reacdo de polimerizacdo, enquanto que as aminas terciarias catalisam a reagéo
entre o isocianato e a 4gua, regulando a formacdo da espuma (VILAR, 2004).

O balanco entre os teores utilizados de catalisadores de gelificacdo
(dioctoatoestanoso) e de expansdo (amina terciaria) € muito importante nas
caracteristicas das espumas. Quando se usa baixa concentracdo de catalisador de
estanho, o polimero demora muito a gelificar. Por outro lado, o excesso de catalisador
de estanho torna o polimero demasiadamente forte e resistente a pressdo interna dos
gases. Como consequéncia as paredes celulares ndo sdo rompidas e a espuma tera

células fechadas e encolhera.

2.3.3.5 Surfactantes

E essencial utilizar um agente tensoativo para controlar o processo de formagcéo
da espuma. Os surfactantes de silicone exercem uma func¢do chave como emulsificante e
estabilizadores da espuma, sendo os poliésteres polisiloxanos 0s mais usados.

Os surfactantes de silicone baixam a tenséo superficial permitindo a introducéo,
na mistura, do ar que ira formar os nucleos das células da espuma. Todavia, 0 excesso
de surfactante de silicone estabiliza demais o sistema e pode evitar a abertura das
celulas (SANTOS, 2009).

2.3.3.6 Agentes de expansao

O controle da densidade das espumas flexiveis é feito principalmente através das
quantidades empregadas de agua e agentes de expansao auxiliares. O uso de agua como
agente de expansdo resulta na formacdo de segmentos rigidos de poliuréia e
consequentemente 0 aumento da dureza da espuma. Os agentes de expansao auxiliares,
como o cloreto de metileno, acetona e CO, sdo utilizados para a obtencdo de espumas de
baixa densidade, mais macias (VILAR, 2004).

A medida que a reacdo exotérmica de polimerizacdo ocorre, a temperatura
aumenta rapidamente e a mistura vai ficando cada vez mais viscosa e rigida, devido a
formagéo do polimero. Os agentes de expanséo, no inicio da reacdo, escapam da mistura
com o aumento da temperatura. Porém, a partir de certa viscosidade, 0s gases
misturados ou formados na reacdo ndo conseguem mais escapar da mistura reacional,
formando, entéo, as cavidades (JANG et al., 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ENZIMA E PRODUTOS QUIMICOS

A enzima utilizada foi a lipase de Candida antarctica B (Novozyme NZL-102-
LYO-HQ). Os mondmeros, surfactantes, extensores de cadeia e agua para as diferentes
densidade de estudo, foram cedidas pela empresa Tasca Estofados e Cia (empresa
produtora de espuma flexivel de poliuretano). Os solventes utilizados foram hexano
P.A. (Quimex, 97% de pureza), metanol P.A. (Quimex, 97% de pureza) e etanol P.A.

(Quimex, 97% de pureza).

3.2 PROCESSO DE IMOBILIZACAO

Para o procedimento experimental de imobilizacdo da enzima Candida
antarctica B (CAL B) em espuma flexivel de PU foram avaliadas trés densidades
diferentes (D30, D20 e D18), obtidas variando a proporgdo entre 0os mondmeros,

surfactante, extensor de cadeia e agua (Tabela 1).

Tabela 1- Composicdo/proporcéo percentual dos compostos empregados na sintese de
imobilizados de diferentes densidades.
Proporcéao percentual (%)

Densidade ~ mondmeros surfactante extensor de cadeia agua
D18 58,71 0,98 37,98 2,35
D20 57,35 0,76 37,55 2,86
D30 68,85 0,6 28,47 1,95,

A enzima foi empregada na forma de uma solucdo aquosa, contendo 2 g em 20
mL de agua destilada. O imobilizado foi produzido empregando um volume de extrato
enzimatico correspondente a 10 % do volume total dos mondmeros, ou seja, 6 mL de
solugdo enzimatica. O processo de imobilizacdo da Candida antarctica B em espuma
flexivel de PU de densidade 30 e 20, inicia com a mistura dos mondmeros (poliol e
copolimero) em um béquer, os quais sao homogeneizados por 15 segundos. Em seguida
¢ adicionada a solugdo enzimatica, seguida de nova homogeneizacdo. ApoOs €

incorporado, de forma concomitante, a mistura, a ASA (amina, silicone e agua) e o
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estanho. Por fim é vertido ao béquer o isocianato, o qual dara inicio ao processo de

polimerizacédo (Figura 10).

Figura 10- Processo de Imobilizacdo da lipase de Candida antactica B para 0s
imobilizados in situ de densidade 30 e 20
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A mistura completa é polimerizada em forma de aluminio previamente untada
com vaselina sélida. Para o poliuretano de espuma flexivel de densidade 18 o processo
de formacdo ocorre seguindo os mesmo principios dos PU’s de densidade 30 e 20, sem
0 emprego do copolimero como parte da composicdo desse imobilizado. Além desse
diferencial, na etapa final do processo de mistura das substancias formadoras do
poliuretano, faz-se necessario a incorporacdo de cloreto de metileno para o PU D18
(Figura 11).

A expansdo da espuma e a completa polimerizacdo da mesma ocorrem em
aproximadamente 1 minuto, possibilitando visualizar algumas caracteristicas da espuma
formada, como conformacéo, flexibilidade, maciez, firmeza, porosidade interna e
resisténcia (ZAIAT, 1996; LUCAS et al., 2001; SANTOS, 2011).
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Figura 11- Processo de Imobilizacdo da lipase de Candida antactica B para 0s
imobilizados in situ de densidade 18.

i

Poliol

Homogenizagao
(15 seg)

) Enzima: 10% do peso
total do suporte

|

TDI
o I
z§ g
+ i3 o8
D n o2
- 0 1n @ 3
g T2
:E .gn
Cloreto de
Metileno ASA Estanho

Cabe ressaltar que o método de imobilizacdo utilizado nesta pesquisa consiste no
método de encapsulamento, onde ocorre a formacdo de uma estrutura porosa na
presenca da enzima, envolvendo-a em uma estrutura tridimensional, realizando o
“confinamento” da proteina no polimero insoluvel, resultando no biocatalisador

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

3.2.1. Rendimento do processo de imobilizacéo

O rendimento do imobilizado foi calculado considerando a atividade total da
enzima livre em solugdo ofertada ao sistema (a qual considera o volume de extrato
enzimético empregado no ensaio de imobilizagdo e atividade da enzima livre (U/mL)) e
a atividade total presente no imobilizado (o qual considera a massa total de imobilizado
produzido e atividade do imobilizado (U/g)) de acordo com a Equacio 1 (BRIGIDA,
2006).
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RI (%) = —imebllizado y 1 Eq. 1

0

Onde:
RI (%) = Rendimento de imobilizagéo
Uimobilizada = atividade enzimatica no imobilizado

Uo = atividade da solugédo enzimatica oferecida para imobilizacédo

3.3 INFLUENCIA DO TEMPO E TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE
ENZIMATICA DO IMOBILIZADO PARA UMA REACAO DE
ESTERIFICACAO

A fim de avaliar como os parametros tempo e temperatura influenciam na
atividade enzimatica foram conduzidas reacdes de esterificacdo em diferentes tempos e
temperaturas reacionais. O meio reacional empregado foi uma mistura de acido oleico e
etanol, na razdo molar 1:1, sendo a atividade quantificada volumetricamente, conforme
método titulométrico descrito no item 3.7.

Todos os ensaios foram conduzidos empregando 0,1g do imobilizado (enzima +
PU) e 5 mL de meio reacional. A reacdo foi conduzida em frascos de vidro fechados,
mantidos em agitador orbital a 160 rpm.

A variavel tempo foi avaliada a 40°C, por um periodo de até 100 minutos. A
partir dos resultados anteriores, para a variavel temperatura estipulou-se um tempo
reacional de 40 minutos. As temperaturas avaliadas foram de 20, 40 e 60°C. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata.

3.4 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE MEDIDA DE ATIVIDADE DE
ESTERIFICACAO EMPREGANDO LIPASE Candida antarctica B (CALB)
IMOBILIZADA EM POLIURETANO (PU).

Em fungdo dos resultados obtido na escolha do suporte, optou-se por dar
continuidade ao trabalho utilizando os PU de densidade 30 e 18 e a fim de otimizar o
processo reacional de esterificacdo para esses imobilizados, foi realizado um
delineamento composto central rotacional 2° completo (DCCR) variando a massa de
imobilizado e a temperatura reacional, conforme apresentado na Tabela 2. Os

experimentos foram realizados em triplicata.
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Tabela 2- Variaveis e niveis utilizados no DCCR 2 completo na medida de atividade
de esterificagdo para a enzima imobilizada em poliuretano.

Variaveis Independentes* Caodigos Niveis
-1,41 -1 0 +1 1,41
Massa do imobilizado (g) X1 0,0295 0,05 0,1 0,15 0,1705
Temperatura da reacéo (°C) X 18,85 25 40 55 61,15

*Varidveis Independentes Fixas: tempo de reagdo 40 mim.

3.5 AVALIACAO DO RECICLO OPERACIONAL DOS IMOBILIZADOS D30 E
D18

A capacidade de reciclos reacionais, também conhecida como estabilidade
operacional do reuso, dos imobilizados foi avaliada considerando a atividade racional
para sintese do oleato de etila, empregando as condi¢cdes experimentais descritas no
item 3.3. Foram empregadas duas metodologias distintas:

a) reuso modo continuo: apds a reacdo de esterificacdo (40 minutos), o
imobilizado foi separado do meio reacional (acido oleico e etanol) por centrifugacédo
(MPW - Centrifuge). O sobrenadante foi removido para analise da atividade e ao
imobilizado foi adicionado em um novo meio reacional para uma nova reacdo (40
minutos). Este procedimento foi repetido até a atividade residual da enzima atingir 50%
da atividade inicial (FICANHA, 2014).

b) reuso a cada 24 horas com lavagem: apds a reacdo de esterificacdo (40
minutos) o meio reacional (acido oleico e etanol) foi removido do sistema com
micropipeta automatica (Transferpette S), e submetido a andlise de atividade, enquanto
0 imobilizado era submetido a lavagens com solventes organicos (hexano, metanol,
etanol e meio reacional). Apés 1 minutos de contato com o solvente, o sistema era
submetido a uma etapa de centrifugacdo (5000 rpm por 3 minutos) para separacdo das
fases. O sobrenadante era descartado e o imobilizado armazenado em estufa a 40 °C por
24 horas (para a completa evaporagdo dos solventes organicos residuais empregados na
lavagem) antes de ser submetido a um novo meio reacional (ciclo reacional). Os
procedimentos foram repetidos até o imobilizado atingir uma atividade residual igual a
50 % da atividade inicial.
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3.6 AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMICA

Foram avaliadas trés faixas de temperatura de estocagem para os imobilizados
de densidade D30 e D18: i) temperatura ambiente (entre 10 e 30°C), ii) temperaturas
elevadas (40, 60 e 80 °C) e iii) baixas temperaturas (entre 2 e 5°C). Para a Ultima
empregou-se uma geladeira (Electrolux — Super freezer DC9A).

Como resposta acompanhou-se a atividade para a sintese do oleato de etila nas
condicdes descritas no item 3.3. Os ensaios foram realizadas periodicamente (no inicio
diariamente e depois semanalmente), sendo a estabilidade expressa em termos de

atividade residual em relagdo a atividade do dia da sintese (tempo 0).

3.7. ATIVIDADE ENZIMATICA- ESTERIFICACAO

A atividade de esterificacdo foi quantificada através de uma reacdo de sintese,
empregando o &cido oleico e etanol (razdo molar 1:1) como reagentes ((Bernardes et
al.,(2007) e Langone et al., (2002)). Apos a realizacdo do ensaio em branco, para
determinar a acidez do meio reacional, foi conduzida a adicdo da enzima CALB, livre
(0,1 g da solugdo enzimaética) ou imobilizada em PU (0,1g, contendo 0,16% de enzima).
A reacgdo foi conduzida a 40 °C, durante 40 minutos, em frascos de vidro fechados,
mantidos em agitador orbital a 160 rpm. Para as medidas de acidez, aliquotas de 500 uL
foram retiradas do meio reacional em triplicata e adicionadas a 15 mL de uma solucéo
de acetona-etanol (1:1) (v/v). A quantidade de acido consumida foi determinada por
titulacdo com hidroxido de sédio (NaOH) 0,05 M. Uma unidade de atividade enzimatica
foi definida como a quantidade de enzima que consome lumol de acido graxo por
minuto por grama de catalisador, nas condi¢Ges do ensaio. A atividade enzimatica foi

calculada utilizando a Equagao 2.

_ (Vp—V3)xMx1000x Vg
- tXMELXVC

AE

Eq. 2

Onde:

AE = atividade de esterificacdo (U/g);

V, = volume de NaOH gasto na titulagcdo da amostra retirada apos 40 min (mL);
V) = volume de NaOH gasto na titulagcdo da amostra retirada no tempo 0 (mL);
M = molaridade da solucdo de NaOH,;
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V¢ = volume final de meio reacional (mL);
t = tempo (min);
Mg = peso da enzima livre (solucdo enzimética)/imobilizada;

< = volume da aliquota do meio reacional retirada para titulacdo (mL).
3.8 TRATAMENTOS ESTATISTICOS
Os resultados foram tratados estatisticamente segundo metodologia de

planejamentos de experimentos, com auxilio do software Statistica versdao 8.0, com

nivel de significAncia de 95% de confianca.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41 SELECAO DO SUPORTE (D30, D20 E D18) DE POLIURETANO
FLEXIVEL NO PROCESSO DE IMOBILIZACAO

Inicialmente o estudo de imobilizacdo de lipase de Candida antarctica B em PU,
foi realizado com trés espumas flexiveis de poliuretano de densidades diferentes. Foram
estudados o PU de densidade 30 (D30 — espuma dura), PU de densidade 20 (D20 —
espuma intermediaria) e PU de densidade 18 (D18 — espuma macia).

A Tabela 3 apresenta os resultados da atividade enzimatica e do rendimento do

processo de imobilizacdo quando utilizando diferentes suportes.

Tabela 3- Massa de imobilizado, atividade e endimento do processo de imobilizagéo da
lipase nos diferentes suportes.

Massa de imobilizado  Atividade (U/g) Rendimento

(@) (%)
Suporte - 0 -
Enzima liv,e - 486,79 -
Imobilizado D30 55,8 998,7 2.429,9
Imobilizado D20 50,1 227,2 415,6
Imobilizado D18 454 437,7 1.102,1

*Massa de enzima oferecida na imobilizagéo: 0,6 g,

Os rendimentos de imobiliza¢do para os imobilizados em diferentes densidades
foram excelentes, variaram entre 415%, para 0 D20, e 2.429%, para 0 D30, No entanto
ndo constata-se uma tendéncia entre o rendimento e a densidade. Os resultados sugerem
um efeito benéfico da imobilizacdo sobre a atividade da enzima. Esta tendéncia pode
estar relacionada como a disponibilizacéo (facilidade do acesso) de novos sitios ativos
da enzima, devido a liga¢fes quimicas entre a enzima e o suporte, o qual durante sua
expansdo pode proporcionar o esticamento da hélice proteica que € a enzima, expondo
0s sitios ativos ocultos no interior de sua estrutura, conforme mecanismo proposto e

apresentado na Figura 12.
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Figura 12- Mecanismo sugerido para o processo de imobilizacdo do Lipase de Candida
antarctica B

Poliuretano Flexivel Candida antarctica
(CALB)

Ambos os resultados, comparados com outros materiais e com o proprio PU
ramificado, indicando ser o PU linear um excelente suporte para imobilizacdo de lipase
“in situ”, independente de sua estrutura (linear ou ramificada) e densidade. Nyari (2013)
para a enzima CALB suportada em poliuretano rigido, obteve um rendimento de 250%.
Nos estudos de imobilizacdo da Cal B em xerogel realizado por Ficanha, (2014) foi
observado rendimentos de 183,9 %. Comportamento semelhante foi descrito por Soares
et al. (2003) para a lipase microbiana de Candida rugosa imobilizada em silica de
porosidade controlada.

Pereira et al. (2003) imobilizaram lipases em quitosana e obtiveram rendimentos
inferiores a 17 %. Bayramoglu et al. (2004) obtiveram rendimentos inferiores a 80%
para a o-amilase imobilizada em membrana porosa. Nicoletti, (2014) observou
rendimentos de 92% na imobilizacdo de lipase de Candida antactica B em PU rigido.

Para a andlise da selecdo dos suportes de estudos, mais especificamente das
diferentes densidades, levou-se em consideracdo 0s que apresentassem valores de
atividade residual superiores a 40%. Os imobilizados nas diferentes densidades, com
relagdo a medida de atividade, foram monitorados durante 30 dias ap6s a imobilizag&o.
A quantificacdo da atividade residual apds transcorrido esse tempo esta representada na
Tabela 4.

Tabela 4 - Atividade residual da Lipase imobilizada em PU de diferentes densidades.

Imobilizados/Densidades Atividade Inicial Atividade Residual (%0)
0 dias Apos 30 dias
D30 998,7 50
D20 227,2 33
D18 437,7 42

Dentre as diferentes densidades, as que apresentaram atividade residual superior

a 40%, apos 30 dias, foram as extremas, ou seja, a D30 (PU duro) e a D18 (PU macio).
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Associativamente foram estas as que apresentaram 0s maiores rendimentos de
imobilizacdo (Tabela 2). Neste contexto, optou-se por dar continuidade ao trabalho,

utilizando somente estes dois suportes.

4.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS TEMPO E TEMPERATURA NA
REACAO DE QUANTIFICACAO ENZIMATICA POR ESTERIFICACAO

A Figura 13 apresenta os valores da atividade de esterificacdo para a enzima
imobilizada em poliuretano com densidades D30 e D18 em funcéo do tempo de reacao,
no qual podemos observar que em 40 minutos reacionais ocorre um pico de atividade, o
qual foi escolhido como o tempo 6timo para 0 acompanhamento dos efeitos das demais

variaveis estudadas sobre a atividade enzimatica.

Figura 13- Atividade de esterificacdo para a enzima imobilizada em poliuretano com
Densidades D30 e D18 em funcéo do tempo de reacéo.
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Esta tendéncia sugere a presenca de dois mecanismos reacionais (esterificacéo e
hidrolise) vinculadas as lipases. Inicialmente, até os 40 minutos reacionais, temos a
predominancia da reacdo de esterificacdo, a qual gera como produto, além do éster, a
agua. Com o aumento da concentragdo de agua no sistema reacional, a reacdo de
hidrolise se manifesta, mediante o consumo do éster, levando a uma diminuicdo da

atividade de esterificacéo.
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A Figura 14 apresenta o grafico da atividade de esterificacdo da enzima
imobilizada em poliuretano com densidades D30 e D18 em fungdo da temperatura de
reacdo, onde pode-se observar que até 40°C ha um acréscimo de atividade enzimética-

esterificacdo e apds esta temperatura a atividade permanece praticamente constante.

Figura 14- Atividade de esterificacdo da enzima imobilizada em poliuretano com
densidades D30 e D18 em fungéo da temperatura de reacao.
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Os resultados estdo coerentes com a literatura que apresenta como faixa de
temperatura 6tima para a reacdo de esterificacdo entre 40 e 50°C (CARVALHO et al.,
2013).

Os resultados obtidos para o tempo e temperatura de reagé@o de esterificacdo para
a enzima imobilizada em poliuretanos de densidades D30 e D18 estéo coerentes com as
condicdes reacionais utilizadas por Bernardes et al. (2007) e Langone et al. (2002), as
quais foram usadas como referencias para a medida de atividade enzimatica em nosso

estudo.
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43 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE MEDIDA DE ATIVIDADE DE
ESTERIFICACAO EMPREGANDO OS IMOBILIZADOS D30 E D18.

4.3.1 Imobilizado D30

A Tabela 5 apresenta os resultados da atividade de esterificagdo do imobilizado
D30 em funcdo da massa do imobilizado e da temperatura testadas no Delineamento
Composto Central Rotacional 22 completo (DCCR).

Tabela 5- DCCR 22 completo para imobilizado de D30

Experimento X1 Xz Atividade enzimatica —

esterificacdo (U/g)

1 -1(0,05) -1(25) 552,00 (+23,00)
2 1(0,15) -1(25) 230,00 (+7,60)
3 -1(0,05) 1(55) 713,00 (+23,00)
4 1(0,15) 1(55) 237,67(+7,67)
5 -1,41(0,0295) 0(40) 857,63(:38,98)
6 1,41(0,1705) 0(40) 238,28(£6,64)
7 0(0,1) -1,41(18,85) 414,00(11,50)
8 0(0,1) 1,41(61,15) 184,00(11,50)
9 0(0,1) 0(40) 1.046,50(x11,50)
10 0(0,1) 0(40) 1.031,50(6,64)
11 0(0,1) 0(40) 1.035,00(+11,50)

Variaveis independentes:X; = Massa do imobilizado (g); X, =Temperatura da reagdo (°C).

Pode-se observar na Tabela 5 que fixando a massa do imobilizado e variando a
temperatura de reacgdo (de 25 para 55 °C) ocorre um aumento do valor da atividade de
esterificacdo. Quando se fixa os valores de temperatura da reacao e varia-se a massa do
imobilizado ocorre também um aumento da atividade esterificacdo. Para 0s
experimentos 1 e 3 a atividade total do suporte aumentou de 552,00 para 713,00 U/g e
nos experimentos 2 e 4 as atividades totais variaram de 230,00 para 237,67 U/qg,
respectivamente.

Os ensaios do ponto central (ensaios 9, 10 e 11), com aproximadamente
1.035,00 U/g), apresentaram a maior atividade enzimética, indicando uma otimizagao

do sistema reacional.

43



Os resultados obtidos para a matriz 2° foram analisados estatisticamente e a
Tabela 6 apresenta os coeficientes de regressdao de todos os fatores para a resposta
(atividade enzimética), a um nivel de confianga de 95 %.

Tabela 6- Coeficiente de regressio e erro padrdo, valores de p e t(2) do DCCR 22
completo para a atividade de esterificagdo da enzima imobilizada em poliuretano de
densidade D30 em funcdo da massa do imobilizado e da temperatura de reacao.

Coeficiente de Erro padrao t(2) p
regressao
Média 1037,55 4,61 225,21 0,000
X1 Massa do imobilizado (L) -201,49 2,83 -71,31 0,000
X1 Massa do imobilizado (Q) -234,43 3,37 -69,53 0,000
X, Temperatura da reacdo (L) 61,80 2,83 21,87 0,002
X, Temperatura da reacéo (Q) -370,97 3,37 -110,03 0,000
X1.X2 -38,33 3,99 -9,61 0,011

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, todos os fatores avaliados
para a ativagao foram estatisticamente significativos (p<0,05) no se refere a atividade de
esterificacdo. A partir desses resultados, o0 modelo empirico de segunda ordem proposto
para a atividade de esterificacdo no delineamento experimental completo 22 é dado pela
Equacao 3:

AE=1037,55 — 201,49X; - 234,43X:> + 61,80X, — 370,96X,2 - 38,33X: X, Eq. 3

A Anélise de Variancia apresentada na Tabela 7 validou o modelo empirico
proposto, de acordo com a qual é possivel observar que 0 Feaicutado € Maior que 0 Fipelados
com uma porcentagem de variagao explicada de 98%.

Tabela 7 - Analise de variancia para o rendimento do imobilizado D30 do DCCR 22
completo.

. Soma dos Graus de Quadrado
Fonte de varia¢do ‘ ) Fealculado
quadrados liberdade médio
Regressao 1228792,69 5 245758,54 376,05
Residuo 3267,60 5 653,52
Falta de ajuste 3140 3 1046,75
Erro puro 127 2 63,68
Total 1232060,29 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; R = 0,99, Fy: 5,05
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O modelo empirico validado permitiu a construcdo da superficie de resposta e da
curva de contorno (Figura 15).

Figura 15- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) das variaveis no
rendimento do imobilizado de densidade 30 nos experimentos do DCCR 22 completo .
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 17, as maximas atividades
de esterificacdo para a enzima imobilizada em PU D30 (~1035,00U/g) foram obtidas na
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concentracdo de massa do imobilizado igual a 0,1g e temperatura de reacdo igual a
40°C.

4.3.2. Imobilizado D18

A Tabela 8 apresenta os resultados da atividade de esterificacdo da lipase de
Candida antarctica B (CAL B) imobilizagédo em poliuretano de densidades D18 para as
concentracdes de enzima e temperatura testadas no Delineamento Composto Central
Rotacional 22 completo (DCCR).

Similarmente ao Imobilizado D30, o Imobilizado D18 quando fixando-se a
massa do imobilizado e variando a temperatura de reagdo (25°C para 55°C) ocorre um

aumento do valor da atividade de esterificacdo (Tabela 8).

Tabela 8 - DCCR 2% completo para imobilizado de PU D18.

Experimento X1 X Atividade enzimética —
esterificagdo
(Ulg)
1 -1(0,05) -1(25) 345,00(+23,00)
2 1(0,15) -1(25) 268,33(+7,67)
3 -1(0,05) 1(55) 506,00(+23,00)
4 1(0,15) 1(55) 334,78(+95,24)
5 -1,41(0,0295) 0(40) 1039,55(+22,51)
6 1,41(0,1705) 0(40) 209,09(+6,74)
7 0(0,1) -1,41(18,85) 253,00(+11,50)
8 0(0,1) 1,41(61,15) 421,67(+6,64)
9 0(0,2) 0(40) 1173,00(+11,50)
10 0(0,1) 0(40) 1157,67(+6,64)
11 0(0,1) 0(40) 1161,50(+11,50)

Variaveis independentes:X; = Massa do imobilizado (g); X, =Temperatura da reacéo (°C).

Quando se fixa os valores de temperatura da reagdo e varia-se a massa do
imobilizado ocorre tambeém um aumento da atividade esterificacdo. Para 0s
experimentos 1 e 3 a atividade total do suporte aumentou de 345,00 para 506,00 U/g e
nos experimentos 2 e 4 as atividades totais variaram de 268,33 para 334,78 U/qg,

respectivamente.
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Também o Imobilizado D18 apresentou a maior atividade enzimatica (1061,00
U/g) para os ensaios do ponto central (Tabela 7), caracterizando assim um processo
otimizado.

A Tabela 9 apresenta os coeficientes de regressdo, erro padrédo, valores de p e
t(2), para a atividade de esterificacdo a um nivel de confianca de 95 %.
Tabela 9- Coeficiente de regressido e erro padréo, valores de p e t(2) do DCCR 22

completo para a atividade de esterificagdo da enzima imobilizada em poliuretano de
densidade D18 em funcdo da massa do imobilizado e da temperatura de reacao.

Coeficiente de Erro padrao t P
regressao
Média 1164,50 4,61 252,77 0,000
X1 Massa do imobilizado (L) -177,88 2,83 -62,96 0,000
X1 Massa do imobilizado (Q) -300,18 3,37 -89,03 0,000
X, Temperatura da reacdo (L) 58,33 2,83 20,64 0,002
X, Temperatura da reacdo (Q) -444.53 3,37 -131,85 0,000
X1.X2 -23,64 3,99 -5,92 0,027

A Equacdo 4 apresenta 0 modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade enzimatica-esterificacdo do Imobilizado D18 em fungdo das varidveis massa
do imobilizado e temperatura de reacao.

AE=1164,50 - 177,88X; - 300,18X,% + 58,33X, — 444,53X,* — 23,63X1.X> Eq. 4

O modelo foi validado pela analise de variancia na qual se obteve um coeficiente

de correlacdo de 0,95, com um Fegeutado 2,32 Vezes maior do que 0 Fipelado (Tabela 10).

Tabela 10- Analise de variancia para o rendimento do imobilizado D18 do DCCR 22
completo.

Fonte de variacao 21?;?1?;31(())55 lcii‘;:rdsa((liz Qﬁfggjo Valor Fcalc
Regressao 1566998.,72 5 313399,74 11,74
Residuo 133428,57 5 26685,71
Falta de ajuste 133301 3 44433,74
Erro puro 127 2 63,68
Total 1700427,29 10

Residuos = Falta de ajuste + Erro puro; Ftab: 5,05

47



O modelo empirico validado permitiu a construcdo da superficie de resposta e da
curva de contorno Figura 16.

Figura 10- Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) das varidveis no
rendimento do imobilizado de densidade 18 no DCCR 2% completo.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 16, as maximas atividades
de esterificacdo da enzima imobilizada em PU D18 (~1161,50 U/g) foram obtidas com
0,1g de massa do imobilizado e temperatura de 40 °C.

As condigGes reacionais 6timas (0,1g de imobilizado, 40 °C e 40 min.) para as
espumas de PU D30 e D18 néo diferem das condicGes ja otimizadas por Paroul, (2011) ,
que estudou o processo de esterificagdo da CALB livre. Sendo assim, podemos concluir

que a eficiéncia do processo de esterificagdo ndo é influenciada por este tipo de suporte.

4.4 AVALIACAO DO RECICLO OPERACIONAL DO IMOBILIZADO

A reutilizacdo de enzimas em mais de um ciclo de reacdo € um dos principais
objetivos da imobilizacdo, este fato é importante para as enzimas, visto que, o custo da
enzima, em muitos processos, € um dos principais problemas quando se refere a sua
aplicacdo industrial. Normalmente, considera-se que uma enzima pode ser reutilizada
até a sua atividade ser maior ou igual a 50 % do valor da atividade inicial (FICANHA,
2014).

A possibilidade de reutilizar a lipase de Candida antarctica B imobilizada foi
determinada por reacbes de sintese de oleato de etila empregando dois diferentes
métodos de reusos: Reuso continuo (sem lavagem) e a cada 24 horas com lavagem em
diferentes solventes organicos. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 17, 18, e 19,

respectivamente.

Figura 11- Ndmero de reciclos dos Imobilizados D30, D18 e da lipase comercial
Novozyme 435 com reuso continuo.
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Como pode-se observar na Figura 17, os Imobilizados D30 e D18, apresentaram
um namero de reciclos com atividade residual de = 50% igual a 5,indicando que eles
poderiam ser reutilizados em torno de 5 vezes em um mesmo processo reacional para
sintese do oleato de etila. Além disto, 0s mesmos apresentam um numero de reciclos
superior ao observado para a lipase comercial Novozyme 435, a qual apresentou a partir
do 2 ciclo uma atividade residual de = 20%.

Nyari (2013), estudando o processo de imobilizacdo de CAL B em PU rigido
obteve 30 reciclos para o sistema de reuso continuo, resultado este, superior aos obtidos
no presente estudo com PU flexivel. Este maior nimero de reciclos observado por Nyari
(2013) foi vincualdo a forma reticulada (células fechadas) de polimerizacéo,
proporcionando um melhor confinamento da enzima em relagdo ao PU linear, que
apresenta células abertas, permitindo a lixiviacdo da enzima.

A Figura 18 apresenta os resultados obtidos para o namero de reciclos do
Imobilizado D30 reutilizado a cada 24 horas apds lavagem com diferentes solventes

organicos (hexano, metanol, etanol e meio reacional).

Figura 18- Numero de reciclos do imobilizado D30 com lavagem em diferentes
solventes.
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A pré-lavagem, antes de cada ciclo, com diferentes solventes conduziu a um

comportamento diferente do observado para o sistema continuo. Para este sistema,

independente do solvente utilizado observa-se um aumento da atividade residual inicial
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a valores de ~ 400% no segundo ciclo, seguido de uma perda de atividade, atingindo
novamente 0s 100% de atividade residual com 15 reciclos.

A mesma tendéncia observada para todos os solventes, dos quais um € o proprio
meio reacional, sugere nao ser a lavagem, mas sim o periodo entre ciclos e a secagem
do suporte os fator determinantes para o aumento da atividade residual ap6s o primeiro
ciclo.

Para o imobilizado 30 ndo foi possivel avaliar o estudo do reciclo com o
metanol, pois em ensaios preliminares, o processo de secagem do imobilizado néo foi
eficiente. O imobilizado apds transcorrido 24 horas ainda apresentava-se umido, e por
n&o se ter conhecimento de como o solvente poderia interferir no processo subsequente
de atividade de esterificacdo, optou —se por néo fazer o estudo com o referido solvente.

A Figura 19 apresenta os resultados obtidos para o numero de reciclos do
Imobilizada D18 reutilizado a cada 24 horas ap6s lavagem com diferentes solventes

organicos (hexano, metanol, etanol, e meio reacional.

Figura 19- Numero de reciclos do imobilizado D18 com lavagem em diferentes
solventes.
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Similarmente ao observado para o imobilizado D30, verifica-se um aumento da
atividade residual (porém bem menos intensa) no primeiro ciclo, seguido de perda de
atividade nos ciclos subsequentes voltando a ter uma atividade residual de 100% no
quinto ciclo e de 50 % no decimo terceiro ciclo.

51



Nyari (2013), estudando o processo de imobilizacdo de CALB em PU rigido
obteve 35 reciclos em sistema de reuso com lavagens em etanol. Resultado este, supeior
aos obtidos no presente estudo com PU flexivel D30 (15 reciclos) e D18 (15 reciclos).

O fato de enzimas manterem a atividade catalitica em solventes organicos nao
possui explicacdo simples. A hipotese mais aceita é de que, quando a enzima é colocada
em solvente organico anidro, esta é cineticamente “congelada” no seu estado nativo.
Isso ocorre em parte devido a baixa constante dielétrica do meio, que produz uma maior
efetividade nas forcas eletrostaticas responsaveis pela manutencdo da estrutura
enzimatica (ZAKS e KLIBANOQV, 1985; SECUNDO et al., 1992).

A dependéncia entre estes fatores ocorreu principalmente pela dificuldade no
deslocamento das moléculas de &gua presente na cavidade hidrofébica do sitio de
ligacdo da enzima durante a ligacdo enzima-substrato. O deslocamento destas moléculas
de agua é termodinamicamente menos favorecido em solventes hidrofébicos do que
naqueles hidrofilicos. Os solventes hidrofobicos ndo retiram a agua de solvatacdo da
estrutura protéica, prevenindo a desnaturagdo e mantendo a estrutura conformacional da
enzima. Moléculas do solvente podem ainda interagir com a estrutura proteica e exercer
efeitos ativadores ou estabilizadores, efeitos esses que também podem estar
relacionados com a presenca do suporte quando se trabalha com enzimas imobilizadas
(PENCREACH; BARATTI, 1997).

Nesta interacdo com a estrutura proteica, ainda deve ser considerado que
solventes apolares podem manter a enzima em sua conformacdo aberta, ou seja, na
presenca destes solventes, a tampa hidrofobica nédo estaria cobrindo o sitio ativo, o que
poderia manter ou até aumentar a atividade enzimatica (RUA et al.,1993).

4.5 ESTABILIDADEDE DE ARMAZENAMENTO
4.5.1 Avaliacéo da estabilidade térmica da CALB livre

O estudo da estabilidade de estocagem é importante, pelo fato de permitir
observar o comportamento da enzima e quanto de sua atividade inicial é mantida ao
longo do tempo de armazenamento nas diferentes temperaturas.

Inicialmente fez-se o estudo da estabilidade de estocagem da lipase na sua forma
livre (Figura 20).
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Figura 20- Estabilidade de estocagem frente e altas temperaturas para a Lipase de
Candida antarctica B livre
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Observa-se uma diminuicdo da atividade com o tempo de contato para todas as
temperaturas avaliadas, bem como uma relacdo direta com a temperatura. As maiores
temperaturas apresentaram desativacdes mais rapidas. Para a temperatura de 80°C a
inativacdo foi total com 6 horas de contato. Para as temperaturas de 60 e 40°C a
inativagéo total somente foi observada com 72 h de contato.

As temperaturas de refrigeracéo (entre 2 e 5 °C ) e ambiente (entre 10 e 30°C)
permitiram um maior tempo de armazenamento sem preda da atividade (Figura 21).

Lipases de Candida rugosa livre e imobilizada em quitosana por ligacéo
covalente, foram incubadas a 50 °C por Simdes et al. (2011). A lipase na forma livre
apresentou 20 % da atividade residual ap6s 60 minutos de incubacédo, enquanto a lipase
na forma imobilizada manteve 60 % da atividade inicial nesse mesmo periodo de tempo.
Esses dados indicam que o procedimento de imobilizagdo atuou no sentido de aumentar
a estabilidade térmica da enzima. Para que uma enzima tenha potencial para aplicacdo
industrial um requisito importante é a estabilidade térmica, ja que muitos processos
utilizam temperatura na faixa de 40 a 50°C (CARVALHO et al., 2013).

A avaliagdo da estabilidade de extratos enzimaticos de farelo de arroz, farelo de
soja e bagaco de cana a temperatura ambiente observaram uma manutencdo da
estabilidade durante 60 dias (FERRAZ et al., 2010).
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Figura 21- Estabilidade de estocagem frente a temperatura ambiente e de refrigerador
da Lipase de Candida antarctica B livre.
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As enzimas na sua forma soltvel sdo moléculas proteicas complexas e de certa
flexibilidade, sua atividade catalitica provem uma estrutura altamente ordenada, muito
delicada e fragil. Se a molécula absorve muita energia, pode ocorrer mudancas
conformacionais nos seus sitios ativos, muitas vezes irreversiveis, podendo até
desnaturar totalmente enzima (MARTINI, 2007; JUNIOR, 2008; INOUE, 2011).

4.5.2 Avaliacdo da estabilidade térmica do Imobilizados D30 e D18

Os resultados da estabilidade de estocagem frente a diferentes temperaturas para
os Imobilizados D30 e D18 estdo apresentados nas Figuras 22 e 23, respectivamente.

Cabe mencionar que € muito interessante para aplicagdo industrial que o0s
biocatalisadores resistam a uma ampla faixa de temperatura, uma vez que poderdo ser
utilizados em diversas condicdes reacionais. Em termos de aplicacdo, também é atraente
que o derivado imobilizado resista por um longo periodo de tempo nas temperaturas

determinadas.
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Figura 122- Estabilidade Térmica do imobilizado de dendidade 30.
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De acordo com a Figura 22, o imobilizado D30 apresentou 0 mesmo
comportamento ao longo do tempo, ou seja, uma diminuicdo da atividade residual, para
todas as temperaturas de estocagem estudadas, atingindo os 50% de atividade residual
em 90 dias.

Nyari (2013), observou que independente da temperatura de armazenamento, a
lipase de Candida antarctica B imobiliza em PU rigido manteve sua atividade residual
acima de 95 % pelo periodo avaliado (45 dias). No estudo de Ficanha (2014), onde
imobilizou-se lipase de Candida antarctica B em xerogel os derivados nucleofilicos
com PEG foram os que apresentaram 0s maiores tempos de meia vida com 203 dias em
baixas temperaturas (entre 2 e 5 °C).

Um estudo com Novozym 435 em sintese enzimatica e esta permaneceu ativa
por 15 ciclos com rendimento de 100 % a temperatura de 40 °C (BLANCO, 2004) A
enzima Kluyveromyces lactis p-galactosidase, pre-tratada com lactose (para evitar a
perda de atividade durante o processo de imobilizagéo), e glutaraldeido, utilizado como
um ligante para imobilizar B-galactosidase, sobre a superficie de um gel de
silicamostrou, observaram uma melhor capacidade de reutilizacdo em relagdo a enzima
imobilizda sem pré-tratamento, com 63,9 % da sua atividade original, apds 10
reutilizagdes (SONG et al., 2010).
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Figura 133- Estabilidade Térmica imobilizado de dendidade 18.
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O imobilizado D18 (Figura 23) apresentou 0 mesmo comportamento observado
para o Imobilizado D30, ou seja, uma perda de atividade residual com o tempo,
apresentando uma atividade residual de 50% em aproximadamente 90 dias. Mostrando
que a estabilidade da enzima imobilizada é superior daquela apresentada pela Cal B
livre.

Os resultados observados para os Imobilizados D30 e D18 sdo promissores
considerando os relatados pela literatura para outros suportes. Blanco et al., (2004)
verificou para a enzima CAL B imobilizado em Accurel (polipropileno) e poliestireno
um aumentou de trés vezes no tempo de estabilidade em relag&o a enzima livre, com um
tempo de meia vida de apenas 5 dias.

Para a invertase imobilizada em PU, Cadena et al., (2010) observaram uma
estabilidade por um periodo de 60 dias, sem perda consideravel atividade (68,5 % de
retencédo da atividade).

Yilmaz et al. (2010; 2011), observaram que as lipases de Candida rugosa
imobilizadas em matriz sol-gel mantinham uma atividade residual de ~ 90 % por 50 dias
quando armazenadas a 4°C enquanto a enzima livre, apds 12 dias apresentou 15 % da

atividade residual.
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5. CONCLUSOES

Esse estudo apresenta um novo suporte para imobilizagdo de enzimas, o qual ao
nosso conhecimento ainda ndo foi mencionado na literatura para esse fim. Os
mecanismos de imobilizacdo propostos para justificar o aumento da atividade de
esterificacdo e do rendimento, podem auxiliar na compreensdo de resultados obtidos
para outros trabalhos nesta area de pesquisa.

O perfil de atividade em relacdo ao tempo de reagdo, vinculou-se a duas
tendéncias, relacionadas a concentracdo de agua;

O DCCR 22 completo possibilitou maximizacdo das condicées operacionais da
medida de atividade (esterificacdo) para os imobilizados D30 e D18;

O suporte também se mostrou promissor, devido ao seu numero de reciclos tanto
quando se faz a utilizacdo de solvente ou ndo. Também quando se fala em estabilidade
térmica o suporte comportou-se de forma satisfatoria, pois a enzima imobilizadas
mantiveram suas atividades, tanto em temperaturas baixas quanto elevadas, por um
periodo de tempo consideravel.

A partir dos resultados obtidos com o processo de imobilizacdo em relacdo a
atividade de esterificacdo e rendimento do imobilizado, propo-se um mecanismo de
reacao;

A estabilidade térmica da enzima imobilizada € superior daquela apresentada

pela Lipase de Candida antactica B livre.

57



6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

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

trabalhos futuros podem ser apontadas:

v Avaliar o potencial de aplicacdo da enzima imobilizada D30 e D18 em
reacdes de sintese de aromas e no tratamento de efluentes;

v Avaliar o efeito da ativagcdo enzimatica em alta pressdo (CO, e GLP),
sobre a atividade catalitica da enzima imobilizada;

v Avaliar o efeito da ativacdo enzimatica em aparelho ultrassénico;

v" Avaliar a eficiéncia da enzima imobilizada D30 e D18 em sistema

reacional de fluxo continuo;
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