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RESUMO

Enzimas atuam em varias areas tecnologicas, com vantagens competitivas em relacdo aos
processos quimicos, mas sdo frageis e sofrem processos de desnaturacdo. Processos de
imobilizacdo tém objetivo de minimizar estes problemas, com diferentes metodologias
inclusive a ligacdo covalente. A espuma de poliuretano foi escolhida como suporte para
imobilizacdo por ligacdo covalente que a literatura apresenta 3 etapas: producdo do suporte,
funcionalizagdo do suporte, reagdo entre aminoacidos da enzima e grupo funcional
introduzido no suporte, e, para este trabalho o agente de ligacdo entre suporte e a enzima
(lipase) sera o glutaraldeido. O objetivo deste trabalho é a producédo do suporte funcionalizado
in situ no momento da polimerizacdo do suporte que seja capaz de realizar a imobilizagao por
ligacdo covalente, metodologia esta sem observacdo na literatura. Pela originalidade do
trabalho é necessario a realizacdo da otimizacdo das proporcdes dos reagentes (poliol,
isocianato, glicerina e glutaraldeido) e condicGes de reacdo (temperatura, sequencia de adi¢do
de reagentes e utilizacdo de acido), tendo como referéncia a uniformidade dos poros da
espuma, resisténcia mecanica e glutaraldeido incorporado ao suporte, com a realizacdo dos
testes de COT, Felhing, Schiff e atividade do suporte para otimizar formulacdo da espuma. A
formulacdo 6tima do suporte € : (7 mL de poliol, 4 mL de isocianato, 1 mL de glutaraldeido
50% (m/v), 1 mL de glicerina, 0,2 mL de HsPO4 3 mol.L™). O planejamento experimental da
imobilizacdo por ligacdo covalente da lipase com tem varidveis pH e temperatura. A cinética
de imobilizacdo e atividade do suporte resultam na otimizacdo deste processo com pH 10,0,
temperatura de 20 °C, tempo de contato de 160 minutos. Houve uma comparacdo de métodos
de imobilizacdo entre ligacdo covalente e adsorcéo devido ao carater hidrofébico do suporte,
com atividade do suporte superior para a ligagcdo covalente. Pelo escurecimento do suporte em
funcdo do volume de glutaraldeido ao longo do tempo, é possivel que o mecanismo de
incorporagdo do glutaraldeido na espuma seja similar a reacdo de Maillard com o
glutaraldeido agindo como o agucar redutor e o suporte de poliuretano simulando como uma

proteina.

Palavras-chave: Imobilizacdo Enzimética. Ligacdo covalente. Adsorcdo. Lipase. Glicerina.

Reacédo de Maillard.
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ABSTRACT

Enzymes act in several technological areas, with competitive advantages over chemical
processes, but are fragile and undergo denaturation processes. Immobilization processes aim
to minimize this problem, with different methodologies including covalent bonding. The
polyurethane foam was chosen as support for immobilization by covalent binding. The
literature presents 3 steps: production of the support, functionalization of the support, reaction
between amino acids of the enzyme and functional group introduced in the support, and for
this work the binding agent between and the enzyme (lipase) will be glutaraldehyde. The
objective of this work is the production of the functionalized support in situ at the moment of
the polymerization of the support that is able to perform the immobilization by covalent bond,
methodology without observation in the literature. Due to the originality of the work, it is
necessary to optimize the proportions of the reactants (polyol, isocyanate, glycerol and
glutaraldehyde) and reaction conditions (temperature, reagent addition sequence and acid
utilization), with reference to the uniformity of foam pores , mechanical resistance and
glutaraldehyde incorporated into the support, with the accomplishment of the TOC, Felhing,
Schiff tests and support activity to optimize foam formulation. The optimum formulation of
the support is with the volumetric ratio of reactants: (7 mL of polyol, 4 mL of isocyanate, 1
mL of 50% glutaraldehyde (m/v), 1 mL of glycerin, 0,2 mL of 3 mol HsPO4 mol L™). The
experimental design of immobilization by covalent attachment of lipase with pH and
temperature variables. The kinetics of immobilization and support activity results in the
optimization of this process with pH 10.0, temperature of 20 ° C, contact time of 160 minutes.
There was a comparison of immobilization methods between covalent binding and adsorption
due to the hydrophobic character of the support, with superior support activity for covalent
attachment. By darkening the carrier as a function of the volume of glutaraldehyde over time,
it is possible that the mechanism of incorporation of glutaraldehyde in the foam is similar to
the Maillard reaction with glutaraldehyde acting as the reducing sugar and the polyurethane

carrier simulating as a protein.

Keywords: Enzyme immobilization. Covalent bonding. Adsorption. Lipase. Glycerol.

Maillard reaction.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

PRODUCAO E FUNCIONALIZACAO “IN SITU” DE ESPUMA DE
POLIURETANO SINTETIZADO NA PRESENCA DE GLUTARALDEIDO

Por qué?

v" Enzimas sdo biocompativeis, biodegradaveis e um recurso renovavel;

v Processos enzimaticos apresentam baixos impactos ambientais;

v" Enzimas desnaturam com relativa facilidade e apresentam dificuldade em
separacdo do meio reacional por serem hidrossolliveis o que pode tornar
processos economicamente inviaveis;

v Imobilizacdo de enzimas pode reduzir estes problemas com o aumento da
estabilidade;

v" Possibilidade de reutilizagdo das enzimas;

v' Espuma de poliuretano é um polimero versatil, com grande resisténcia
mecanica, pouco biodegradavel, relativamente barato, simplicidade de
manufatura, sendo o suporte escolhido para este trabalho;

v Imobilizacdo por ligacdo covalente pode melhorar os parametros de
estabilidade devido a enzima estar quimicamente ligada ao suporte, com uma
ligacdo de energia maior do que processos fisicos de ligacgéo.

Quem faz?

v' Ha trabalhos de utilizagdo da EPU como suporte para imobilizagcdo por
adsorcéo e encapsulamento em matriz polimérica;

v" Nao constam na literatura a utilizacdo de EPU como suporte pelo processo de
ligacdo covalente;

v Imobilizacdo por ligacdo covalente trabalha em 3 etapas: (1) Produgdo do
suporte, (2) funcionalizacdo do suporte, (3) reacao entre suporte e enzima;

v Nao constam na literatura a funcionalizacdo in-situ de EPU, com o

glutaraldeido como agente de ligacdo entre o suporte e a enzima, para
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processos de ligagdo covalente, reduzindo o nimero de etapas produtivas de 3
para 2, sendo os processos de producdo do suporte (polimerizacdo do PU) e

sua funcionalizacéo (glutaraldeido) ocorrendo concomitantemente.

Hipdteses

v' E possivel produzir a EPU com o glutaraldeido na reagéo de polimerizag&o?

v' O glutaraldeido liga-se a estrutura do suporte por processos fisicos ou
apresentam-se quimicamente ligada & espuma?

v' Se o glutaraldeido estiver quimicamente ligado a espuma, quais partes
preferenciais desta ligacdo e suas condi¢6es de reacdo?

v' Aenzima se mantém ativa durante e apds o processo de imobilizacdo?

Meétodos experimentais

v"Investigar a lixiviacdo de glutaraldeido da espuma;

v Estudar o processo de interacdo enzima suporte na imobilizacdo por ligacao
covalente;

v Analisar quais os mecanismos de ligacdo entre glutaraldeido e estrutura da

espuma.

Respostas

v Observar lixiviacdo do glutaraldeido da estrutura da espuma;

v Definir as melhores condi¢des de producdo da espuma com o glutaraldeido
envolvido na reacdo com base na lixiviacdo de glutaraldeido e estrutura da
espuma;

v Aperfeicoar as condi¢des de ligacdo covalente entre o suporte e a lipase que

proporcionam maior atividade enzimética apos imobilizagéo.
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1 INTRODUCAO

A partir de 1990, o desenvolvimento tecnoldgico tem atingido dimensdes
incalculaveis, e dentre desse contexto, os processos biotecnoldgicos industriais merecem
destaque especial (SHARMA; LEBLANC, 2017; NADAR et al., 2018; SOTI et al., 2018;
GONZALEZ-GIL et al., 2018; KOBAKHIDZE et al., 2018). (FABER, 2011) A biocatalise e a
tecnologia enzimatica sdo processos que apresentam significativa relevancia social, ambiental
e econdmica, uma vez que constituem ferramentas promissoras para a sintese de compostos
de alto valor agregado, principalmente devido a sua elevada especificidade em relagéo aos
catalisadores inorganicos. Associativamente apresentam menor consumo de energia, devido as
condicdes brandas de reacdo, e em muitos processos, maior atividade catalitica, em conjunto
com estabilidade conformacional frente a solventes organicos. Ao substituirem processos
quimicos, os processos biocataliticos tendem a gerar um menor impacto ambiental, a reduzir
gastos em setores industriais, e, melhorar a qualidade dos produtos (de CASTRO et al., 2004;
MODI et al., 2007; WU et al., 2015; SUN et al., 2018).

No entanto, apesar dos beneficios, a substituicdo de catalisadores quimicos pelo uso de
enzimas ndo é generalizada nos processos industriais, devido principalmente a instabilidade
das enzimas frente as condi¢cdes do processo (pH, temperatura, pressdo), com consequente
gueda da atividade durante as reacdes. Por serem hidrossollveis, as enzimas apresentam uma
dificuldade no processo de separacdo do meio reacional chegando a impossibilitar a sua sua
recuperacdo e reutilizacdo, aumentando os custos de processo pelo seu ainda alto custo de
aquisicdo (COELHO; SALGADQ; DIAS, 2008; CHOI et al., 2015; URRUTIA et al., 2018a;
HU et al., 2018).

Frente a isso, com a finalidade de aproveitar as vantagens da catalise enzimatica e
superar as deficiéncias desse processo, as técnicas de imobilizacdo de enzimas surgem como
alternativa para solucionar alguns destes inconvenientes, pois com a imobilizacdo, o
catalisador homogéneo, facilmente perdido ap6s a reacdo, torna-se um catalisador
heterogéneo, facilmente separdvel do meio reacional, permitindo sua reutilizacdo, podendo
apresentar maior estabilidade em comparacdo com a enzima soluvel (BOLIVAR et al., 2010).
Essa possibilidade, além de permitir maior facilidade e conveniéncia em reatores de batelada,
permite usar a enzima imobilizada em reatores de fluxo continuo, como em recheio de coluna
(DALLA-VECCHIA et al.,, 2004), permitindo que o processo biotecnolégico seja
economicamente viavel, reduzindo assim um dos grandes desafios do processo biotecnoldgico
que € o custo de da enzima.

As técnicas usualmente empregadas para imobilizar enzimas em suportes solidos sao
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baseadas em mecanismos fisicos e quimicos, com a imobilizacdo podendo ocorrer por (i)
adsorcdo (de ALMEIDA et al., 2018), (ii) ligacdo da enzima em um material insolUvel
(GIRELLI et al., 2012), (iii) emprego de um reagente multifuncional através de ligagdes
cruzadas (CHEN et al., 2017), (iv) confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos
(DALLAGO et al., 2015a; NYARI et al., 2016) ou (v) encapsulacdo através de uma
membrana polimérica (MONG THU; KRASAEKOOPT, 2016; DALLAGO et al., 2015b,
DALLA-VECHIA et al., 2004).

Novas metodologias/processos de imobilizagdo, bem como novas aplicagdes
industriais tém sido frequentemente relatados na literatura (ZANIN e MORAES, 2004), com
destaque para as que consegue imobilizar a enzima in situ, durante a etapa de sintese do
suporte.

Dentro deste contexto, este grupo de pesquisa desenvolveu uma metodologia de
imobilizacdo inédita e muito promissora, a qual emprega como suporte o poliuretano, sendo a
enzima agregada in situ, a um dos mondmeros, previamente a reacdo de polimerizacao
(SILVA et al., 2013; DALLAGO et al., 2014; NYARI et al., 2016), com o poliuretano como
suporte deste método de imobilizagdo enzimatica (NYARI, 2013).

No entanto, durante os estudos com o suporte de poliuretano constatou-se que para
algumas enzimas, o processo de imobilizacdo com a enzima agregada in situ conduzia a
inativacdo da enzima, devido a etapa de polimerizacdo ser exotérmica, além de comprometer
as etapas de reciclo, sugerindo que a enzima se encontrava imobilizada por confinamento ou
via interacBes fracas, permitindo sua lixiviacdo do suporte durante as etapas de reciclo
(NYARI et al., 2016).

Uma alternativa para contornar ambos os problemas seria a imobilizacdo mediante
ligacdo covalente da enzima com o suporte, a qual por apresentar elevada estabilidade
guimica minimiza perdas da enzima por lixiviacdo, permitindo um maior nimero de reciclos.
Além disso, sendo a etapa de imobilizacdo conduzida em temperaturas controladas,
normalmente ambiente, evitard possiveis inativagdes térmicas, como as observadas no
processo de imobilizacao in situ no poliuretano (MATEO et al., 2007).

Na imobilizagcdo por ligacdo covalente, normalmente a interagdo da enzima com o
suporte se da mediante ligacdo covalente entre grupos aldeido (-CHO) do suporte com 0s
grupos aminas (-NH,) terminais das enzimas (BABAKI et al., 2015).

Em relacdo a este tema, observa-se na literatura uma caréncia de suportes
funcionalizados com grupos aldeidos, a tal ponto que na maioria dos artigos envolvendo
imobilizacdo enzimatica via ligagdo covalente, o processo € conduzido em multiplas etapas,

comecando pela sintese do suporte, funcionalizagdo com grupos aminos, adicdo de
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glutaraldeido como ponte de ligacéo e finalmente a imobilizacio da enzima (GUISAN, 1988).

Neste contexto, se justifica a realizacdo da presente proposta, cujo objetivo € produzir
suportes de poliuretano funcionalizados com grupos aldeidos, mediante a adicdo de
glutaraldeido durante a etapa de polimerizagdo, buscando em uma Unica etapa a sintese do
suporte e sua funcionalizacao, os quais serdo empregados posteriormente para a imobilizacdo
enzimatica, ampliando assim as possibilidades de aplicacdo deste tipo de suporte (PU), o qual
caracteriza-se por apresentar elevada estabilidade quimica e térmica, aléem de ser facilmente
sintetizado.

Espuma de poliuretano (EPU) pode ser utilizada no processo de imobilizacdo de
enzimas por adsorcdo (REMPEL et al., 2018), ligacdo metalica (HOODA, 2018),
encapsulamento em matrizes (SILVA et al., 2013) e até mesmo por ligacdo covalente que
neste caso a espuma foi posteriormente ativada para realizar a imobilizagcdo, conforme
trabalhos na literatura (NICOLETTI, 2014).

O carater inovador deste trabalho estd na producdo e funcionalizacdo in situ de
poliuretano sintetizado na presenca de glutaraldeido, para que este suporte possa realizar
imobilizagéo por ligagéo covalente, reduzindo e simplificando as metodologias de produgéo
de suportes para esta finalidade. Ainda, durante o processo de formacao do suporte, podem-se
introduzir os reagentes nos formatos que forem necessitados pela tecnologia, tais como
tubulagbes para a producédo de reatores PFR, recheios de colunas a fim de produzir colunas
reativas e até mesmo pratos de destilacdo fracionada com potencial de promover reagdes
quimicas.

A producdo do poliuretano com funcionalizacdo do suporte in situ apresenta varias
possibilidades de inovacdo, na producdo do suporte barato, nas aplicagdes reacionais, e, com
potencial de reduzir ainda mais 0s custos de processo enzimatico com a concentracdo e
imobilizacdo das enzimas no seu meio reacional liquido (com as devidas condicdes de
imobilizacdo), reduzindo as etapas de purificacdo e concentracdo das enzimas que tanto
aumentam o seu custo final, portanto sendo um meio auxiliar de aumento de quantidade de
aplicacdes enzimaticas com a reducdo de custos de processos nas reacOes e preparo de

suportes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho tem como objetivo principal a sintese de um suporte de poliuretano (PU)
funcionalizado in situ com grupos aldeidos mediante incorporacao de glutaraldeido durante a

etapa de polimerizacéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Com base no objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram delineados:
i) Investigar o efeito da adicéo, in situ, do glutaraldeido na sintese de espuma de poliuretano
(EPU) funcionalizado com grupos aldeidos reativos;
i) Comparar o efeito da adigéo de glicerina na estrutura da espuma;
iii) Avaliar o efeito da acidificacdo do meio reacional em relacdo a estrutura da espuma;
iv) Otimizar das condicGes operacionais da imobilizacdo de lipase em EPU funcionalizado
com glutaraldeido (pH, temperatura, tempo);
v) Realizar um estudo comparativo entre método de imobilizacdo por adsorcdo e ligacdo

covalente.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma breve revisao bibliografica sobre enzimas (como
a lipase como enzima modelo), sintese do suporte (poliuretano e suas reacdes caracteristicas)
e métodos de imobilizacdo com énfase na imobilizacdo por ligagdo covalente, que caracteriza

o tema central deste trabalho que é a funcionalizacdo do suporte com grupos aldeidos reativo.

3.1 ENZIMAS

O primeiro registro do uso de enzimas foi em 1783 com Lazzaro Spallanzani
observando a degradagdo da carne pelo suco gastrico. Em 1814, Kirchhoff percebeu que a
substancia encontrada no extrato cevada era capaz de transformar o amido em dextrina e
glicose, introduzindo o termo diastasis, do grego separacdo, denominou-se posteriormente de
amilase, tornando-se a nomenclatura atual para enzimas, cujo nome inicia-se com o substrato
sobre o qual atua a enzima com o aproveitamento do sufixo -ase (diastase) (REGULY, 1996).

Em 1878, o termo enzima foi introduzido por Wilhelm Kiihne para descrever o
fermento soltivel, denominada de “forca vital” por Pasteur, originada da palavra grega eviouo
(énsimo, formado de én = em e simo = fermento ou levedura). Eduard Blichner descobriu que
as enzimas mantinham atividade fora do meio celular, sendo laureado com o Nobel de
Quimica em 1.907, conhecimento primordial da industria enzimatica atual (COELHO;
SALGADO; DIAS, 2008; REZENDE et al., 2016).

Enzimas, também conhecidas por catalisadores bioldgicos, sdo proteinas com diversas
aplicacdes (Anexo 1), peso molecular na faixa de 12 kDa a mais de 1.000 kDa, necessitado ou
ndo de cofatores, com a atividade catalitica localizada em seu sitio catalitico e associada a
integridade desta conformacéo nativa (FABER, 2011; LEHNINGER et al., 2014). Ocupam
lugar de destaque em diversas areas, rivalizando com processos tradicionais, normalmente
guimicos, minimizando produtos secundarios, com beneficios econdmicos e ambientais
(HASAN et al., 2006; ANTCZAK et al., 2009; NORAINI et al., 2014).

Enzimas sdo polimeros constituidos de aminoacidos, formadas por ligacGes peptidicas
entre os aminodcidos através de ligacGes do grupo amino (—NH,) de um aminoacido com o
grupo carboxila (—COOH) de outro, com formagéo de um grupo amida (—R,CONHR;—) com
liberacdo de agua. Apesar de grande massa molecular sdo hidrossollveis, por apresentarem
grupos polares expostos ao meio aquoso — COOH, OH, NH;, SH, CONH; — com a estrutura

descrita em termos de quatro niveis de organizacdo (Figura 1) e sua conformacédo estrutural
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(Figura 2) (LEHNINGER et al., 2014).

Figura 1: Niveis estruturais em uma proteina.
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Sé&o divididas em seis grandes classes, baseadas no tipo de reacdo que elas catalisam,
identificadas conforme a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB),
com cerca de 6.000 enzimas catalogadas (Tabela 1).

Figura 2: Conformacao estrutural de proteina.
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Tabela 1: Classificacdo das enzimas de acordo com a IUBMB.

Enzimas
N° Classe Tipo de Reacéo Catalisada Subclasse I|st?\ld§? no
IUBMB*
L . . 3 Hidrogenases
. Oxidacao-reducdo envolvendo oxigenagéo, ou .
1 | Oxidoredutases N o Oxidases 2.190
remocéo de hidrogénio. .
Peroxidases
Transferéncia de grupo aldeidico, cetdnicos, acila, Transaldolases
2 Transferases ] ) ] 1.057
fosforila ou metila de uma molécula para outra. Transcetolases
L 3 ) . Estearases
Hidrdlise e formacéo de ésteres, amidas, lactonas, .
. o Lipases
3 Hidrolases lactamas, epoxidos, nitrilas, anidridos e ] 1.575
L i . Peptidases
glicosideos, amidas, peptideos entre outras.
Fosfatases
L o B L Descarboxilases
) Adigéo-eliminacéo, formacdo de duplas ligacbes L
4 Liases B Cetoacidoliases 748
por remog&o de grupos. o
Hidroliases
o ) Racemases
Transferéncia de grupos dentro da molécula para ]
o . . ] . L Epimerases
5 Isomerases produzir isbmeros, incluindo migragdo da ligagdo . 307
. . L Oxirredutases
C=C, isomerizagdo cis-trans e racemizacao.
Mutases
) Formacé&o ou clivagem de ligagdes C-C, C-O, C-S, )
6 Ligases , Sintetases 220
C-N e ésteres de fosfato.

Fonte: IUBMB, 2018 *Atualizagdo Junho / 2018

Todavia, em torno de 200 enzimas tém aplicacdo industrial, com destaque as do grupo
hidrolase, por corresponderem a uma estrutura catalitica mais simples e ndo requererem
cofatores em grande medida (BORZANI et al., 2001; COELHO; SALGADO; DIAS, 2008;
REZENDE et al., 2016).

3.1.1 Lipase

Lipase é classificada como triacilglicerol hidrolase segundo a IUBMB, com o cAdigo
EC 3.1.1.3, onde EC significa ENZYME COMMISSION, e seu primeiro digito refere-se (3) ao
nome da classe enzimética (hidrolase), ja o segundo digito (1) a sua classe de atuagdo (atua
sobre ligacdes éster), enquanto o terceiro digito (1) a sua sub-subclasse sobre qual ligacédo

éster promove a reacdo (carboxil éster hidrolase), e o quarto digito (3) € um nimero de série
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dentro da sub-classe, com o nome de triacilglicerol acil-hidrolase (ARPINGY; JAEGER,
1999; IUBMB, 2018).

As lipases podem ter origem vegetal (CARO et al., 2000), animal (MENDES et al.,
2012) e de fungos e bactérias (ARPINGY; JAEGER, 1999). Pela diversidade de fontes,
apresentam amplo espectro quanto a massa molecular (9,4 a 195 kDa), ao pH (4,5a 1l) e a
temperatura (25 a 80 °C) de operacdo (SHARMA et al., 2011).

Enzimas com capacidade de realizar a transesterificacdo (frente a lipideos e alcoois)
sdo consideradas importantes biocatalisadores para producdo de biodiesel e glicerol
(JAEGER; EGGERT, 2002), assim como a transesterificacdo com acetato de etila que produz
dois ésteres (biodiesel e 1,2,3-triacetoxipropano) (MODI et al., 2007).

3.1.1.1 Reacdes catalisadas por lipase

As lipases catalisam ndo somente reacdes de hidrdlise, mas também as reacGes de
esterificacdo e transesterificacdo, levando, por exemplo, a sintese de diferentes ésteres
carboxilicos e amidas com elevada seletividade, proporcionando um processo eficiente
(reacdo homogénea) devido a uma maior estabilidade de lipases e relativa facilidade de
recuperacdo do produto a partir de solventes organicos, em comparacdo com agua (SHARMA
etal., 2011; MENDES et al., 2012).

Figura 3: Representacdo esquematica das reacBes de hidrolise, esterificacdo,
interesterificacdo e transesterificacdo catalisadas por lipase.
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o e}

R)J\“Rl + H,O = — /U\ ¥ R'OH

Esterificacio

O

R)J\UH 4+ R'OH = = R)J\ = B H,O

Interesterificacao

o) o) o) (e}

)‘J\ 1 -+ JJ\ — — JJ\ + /U\
R OR R OR R OR R OR
Transesterificacao
Alcoolise
o) (0]
| 1§ + '
R~ ~or! * ROH = R OR O
Acidolsie =
O O
o o T
L N G
R” TOR! R"” TOH R OH R OR

Fonte: adaptado de ALLINGER (1980).
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As principais reacdes catalisadas por lipases estdo esquematizadas na Figura 3. Dessa
forma, as lipases sdo utilizadas como catalisadores em reacdes de diversas areas industriais
como detergentes, medicamentos, alimentos, téxteis, papel, curtumes, cosméticos, biodiesel,
biossensores e também no tratamento de efluentes (JAEGER e REETZ, 1998;
HERNANDEZ-MARTIN e OTERO, 2008; HASAN et al., 2009).

3.1.1.2 Lipase proveniente de Aspergillus oryzae

Lipase microbiana pode ser produzida por bactérias, tais como os géneros Bacillus,
Pseudomonas e Burkholderia (GUPTA et al., 2004), enquanto para fungos Rhizopus oryzae,
Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Thermomyces lanuginosus apresentam importancia
(GEOFFRY; ACHUR, 2018), e leveduras tais como Candida antarctica (AGUIEIRAS et al.,
2015). As produzidas por Aspergillus apresentam massa molecular entre 31 e 65 kDa, pH
otimo (5,0 — 7,0), temperatura 6tima (40 — 60°C), podendo ser submetidas a processos de
imobilizacdo por adsorcdo, ligagdo cruzada e ligacdo covalente (CONTESINI et al., 2010;
AMOAH et al., 2016).

Novozymes S/A (Dinamarca) foi a pioneira no desenvolvimento de lipases comerciais.
Em 1988, desenvolveu uma lipase através do fungo de Humicola lanuginosa, porém sem
aplicacdo comercial, sendo possivel apenas quando o gene que codifica a lipase foi clonado e
inserido no fungo Aspergillus oryzae (NOVOZYMES, 2018).

Em 1994, iniciou-se a comercializacdo Lipolase (TLL), originada a partir do fungo
Thermomyces lanuginosus e foi também expressa como Aspergillus oryzae. A TLL é uma
hidrolase glicosilada com um massa molecular de 30 kDa e ativa na faixa de pH (7 e 12) com
6timo em pH 8 (JAEGER et al., 1999).

Em 2014, uma nova lipase soluvel chamada Eversa® Transform foi lancada pela
mesma empresa com potencial para uso em processos de producdo de biodiesel enzimatico
industrial, e em 2016 houve o lancamento da segunda geracdo desta lipase, a Eversa®
Transform 2.0, com maior termoestabilidade tanto em enzima livre quanto imobilizada
(NOVOZYMES, 2018).

A Eversa® Transform 2.0 ¢ uma hidrolase de éster carboxilico (EC 3.1.1.3),
produzida pela fermentacdo submersa de Aspergillus oryzae geneticamente modificada
(NOVOZYMES, 2016; JAIN e NAIK, 2018), atuando na sintese de aromas (YAN et al.,
2014; KIRDI et al., 2017) e de biodiesel (AMOAH et al., 2016).
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3.2 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

As enzimas por apresentarem estrutura complexa e fragilidade perante condic¢des de
pH e temperatura podem inativar-se por desnaturacdo. Ainda por serem hidrossollveis
dificultam a sua recuperacdo em meio aquoso, problemas estes que podem ser minimizados
através de processos de imobilizacdo enzimatica (SHARMA et al., 2001; GUISAN et al.,
2006).

O termo enzima imobilizada foi empregado pela primeira vez na Conferéncia de
Engenharia Enzimatica realizada em Henniker (EUA) em 1971, para designar enzimas
fisicamente confinadas ou localizadas numa certa regido do espaco, com retencdo de sua
atividade catalitica, podendo ser usadas repetida e continuamente (KATCHALSKI-KATZIR e
KRAEMER, 2000; MATEO et al., 2007).

A imobilizacdo é uma ferramenta fundamental para alcancar as vantagens tecnoldgicas
oferecidas pelas enzimas (principalmente aspectos ecoldgicos e de toxicidade), pois enzimas
imobilizadas sdo normalmente mais estaveis que as soluveis, apresentando grande interesse
industrial e diversas metodologias de obtencdo (Anexo 2), podendo ser facilmente
recuperadas e reutilizadas em varias bateladas, permitindo facil controle do processo
(formacdo de menos subprodutos), com reducdo do volume reacional e utilizacdo de
diferentes configuracdes de reatores (MATEO et al., 2002; GUISAN et al., 2006; SHELDON
e van PELT, 2013).

Outra vantagem é o ganho de estabilidade que a enzima imobilizada apresenta
(térmica, estocagem) a qual, geralmente, € superior em relacéo a enzima livre (MATEO et al.,
2003). Enzimas estabilizadas termicamente apresentam uma série de vantagens, pois em altas
temperaturas a conversdo é maior (cinética de reacdo), a contaminacdo do meio pela acdo
microbiana e a viscosidade sdo menores e a solubilidade de substratos é maior (TARDIOLI et
al., 2003). Enzimas imobilizadas e estabilizadas s&o atualmente muito utilizadas como
biocatalisadores industriais (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005). A Tabela 2 apresenta um
resumo das propriedades tecnologicas do sistema de imobilizagdo enzimatico.

Deve-se sempre considerar que a atividade da enzima seja preferencialmente mantida
apos a imobilizagdo, ou seja, ndo deverdo ocorrer alteragdes estruturais que levem a mudangas
na composi¢do quimica de seu sitio catalitico (CASTILO et al., 1997; FERNADEZ-
LAFUENTE et al., 1998; REETZ; JAEGER, 1998). Um decréscimo na atividade enzimatica
total pode ser observado devido a alteragcOes de sua estrutura durante a imobilizacdo e/ou
limitacbes de difusdo, todavia um aumento na quantidade de reciclos que a enzima

imobilizada apresenta compensa esta perda de atividade (REGULY, 2000). As limitacGes de
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difusdo sdo principalmente dependentes do tamanho e propriedades do substrato, das
propriedades do material do suporte e do método de imobilizagdo. Assim, o suporte deve
fornecer adequada &rea de superficie, proporcionar pouca limitacdo na difusdo e baixa
deformacéo conformacional, sem restringir o transporte de substrato e de produto das reacGes
enzimaticas, assim como aumentar 0 numero de reciclos que uma enzima pode realizar
(DIZGE et al., 2009).

Tabela 2: Propriedades Tecnoldgicas do Sistema de Imobilizacdo Enzimatico.

Vantagens Desvantagens
Reuso da Enzima Perda ou redugdo de atividade enzimética
Operacéo facilitada do reator Limitacdo disfuncional
Separacdo enzima produtos facilitada Custos adicionais
Maior opcéo de escolha de modelo de reator

Fonte: GUISAN et al. (2006).

Em meio organico, as enzimas sdo geralmente insollveis, o que reduz a necessidade
de imobilizagdo, entretanto muitos estudos realizados em meio organico empregam enzimas
imobilizadas como biocatalisador. A principal razéo disso € que as enzimas permanecem mais
bem distribuidas no suporte do que no precipitado (PENCREACH et al., 1997).

Como consequéncia, a catalise homogénea utilizando a enzima livre nativa torna-se,
entdo catalise heterogénea quando biocatalisadores imobilizados sdo empregados, alterando
0s parametros cinéticos (FABER, 2011).

Fatores a serem considerados no processo de imobilizacdo enzimatico sdo: atividade
global do derivado, reuso das enzimas, estabilidade enzimatica, estabilidade da imobilizacéo,
atividade enzimatica, resisténcia quimica, resisténcia térmica, produtividade, simplicidade do
processo de imobilizacdo, toxicidade dos reagentes de imobilizacdo, caracteristicas de
regeneracdo, custos de imobilizacdo e propriedades finais desejadas para a enzima
imobilizada (DALLA-VECCHIA et al., 2004; GUISAN et al., 2006; GROSOVA et al.,
2008; FERREIRA et al., 2018).
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3.2.1 Meétodos de imobilizacéo

Em 1995, a IUPAC publicou um relatério técnico onde normatiza o processo de
imobilizacéo (Figura 4), classificados em:

a) Confinamento da enzima dentro de uma estrutura de polimero insolivel em &gua ou
membrana semipermeéavel;

b) Adsorcao da enzima em suporte insolivel em agua;

c) Ligacdo cruzada intermolecular de moléculas de enzima utilizando reagentes
multifuncionais (entrecruzamento);

d) Ligacdo covalente entre a enzima e suporte insolivel em agua.

A natureza do suporte é muito importante para a eficiéncia da imobilizacdo e as
principais caracteristicas a serem observadas na selecdo de um suporte para determinada
aplicacdo sdo: deixar a enzima acessivel aos substratos, area superficial, permeabilidade,
insolubilidade, capacidade de regeneracdo, composicao, estabilidade, natureza hidrofilica ou
hidrofébica, resisténcia ao ataque microbioldgico, resisténcia mecénica, resisténcia a
compactacdo em operacdes em altas vazdes quando se utiliza reatores de leito fixo, custo,
perda de atividade enzimatica (VILLENEUVE et al., 2000; MATEO et al., 2007).

A Tabela 3 apresenta os principais suportes utilizados para imobilizacao.

Figura 4: Métodos para imobilizacdo de enzimas.

| METODOS PARA IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS |

| |

Ligacdo a Retencao Fisica Ligacao
Suportes - Cruzada
¢ ¥

/‘@\

_ IEm matriz I IEm microcapsula I I Em membrana |
. "‘11"‘*

I Adsorcéao Fisica I

I Ligagao Covalentel

I Ligagdo Iénica ]

Fonte: adaptado DALLA-VECCHIA et al. (2004).

Mestrado Tiago dos Santos Gongalves



15

Tabela 3: Suportes para imobilizacdo de enzimas.

Organico Inorgénico

Agar

Albumina Areia

Alginato Argila

Bagaco de cana-de-agUcar Bentonita
Natural Celulose Mineral Diatomita

Colageno Hernoblenda

Fibra de Coco Pedra — Pome

Gelatina Silica

K-carragena Vermiculita

Quitosana

Eupergit C Alumina

PHBY Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) Ceramica

Poliacrilato Nano particula de Fe;0,
Sintético | Poliamida Fabricado |Oxido de ferro

Poliuretano Silica com porosidade controlada

Poliacrilamida Vidro com porosidade controlada

Cloreto de polivinila Zirconia

Fonte: adaptada de MACARIO et al., 2007; PALLA et al., 2011; CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015; SHEN
etal., 2016; GRIGORAS, 2017.

Dada a variabilidade de fatores (método e suporte), pode-se afirmar que ndo existe um
método geral de imobilizacdo e nem um suporte que possa ser considerado de aplicacdo
universal (TACIAS-PASCACIO et al., 2017).

Lipases tém sido imobilizadas em diferentes suportes de natureza organica e
inorganica empregando diferentes métodos de imobilizagdo tais como adsor¢do fisica,
confinamento em matrizes poliméricas ou encapsulacdo em membranas poliméricas, ligacao
covalente pelo uso de agentes multifuncionais ou por reticulacdo (DALLA-VECCHIA et al.,
2004; GUISAN et al., 2006; MATEO et al., 2007).

3.2.1.1 Imobilizacdo por Adsor¢éo Fisica

A imobilizacdo por adsorcéo fisica € o método mais antigo para imobilizagdo de
enzimas, de facil preparacdo e possibilita o reuso do suporte causando pouca influéncia na
conformacéo da enzima, e isso 0 torna economicamente atrativo. As enzimas séo imobilizadas

a matriz por meio de diferentes tipos de interagdes fracas (de baixa energia), tais como
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interacdes eletrostaticas entre cargas opostas da enzima e superficie do suporte, hidrofdbicas,
van der Waals, e até as mais energéticas como ligacdes de hidrogénio e idnicas (entre grupos
aminicos e carboxilicos da enzima e um grupo reativo da superficie do suporte), portanto as
forcas de interagdo entre a superficie proteica e a superficie do suporte no método da adsor¢ao
sdo complexas e envolvem multiplos tipos de formacdo de ligacbes. Por utilizar ligacGes
menos especificas, obtém-se preparacGes enzimaticas com atividades cataliticas elevadas e
rendimentos de imobilizagdo também elevados (GUISAN, 2006; MATEO et al., 2007).

O método consiste na exposicdo da solugdo enzimatica ao suporte sob condicGes
apropriadas, tais como, pH, natureza do solvente, forca idnica da solucdo, quantidade de
enzima, tempo de contato e temperatura, separando a enzima imobilizada por centrifugacao
ou filtracdo. (HALLING et al., 2005; RUEDA et al., 2016). Se aplicado em reacdo organica,
onde as forcas envolvidas sdo menores e nestas condi¢fes a enzima é insoltvel no meio
apolar, o imobilizado produzido por adsorcéo fisica pode apresentar vantagens tecnoldgicas
(SECUNDO et al., 2008).

A falta de criacdo de ligacGes covalentes e a fraca interagdo suporte/enzima € a
principal limitagdo da técnica, pois apresenta influéncia bastante acentuada das condicGes
ambientais promovidas pelo meio na capacidade de retencdo das enzimas no suporte,
principalmente as relacionadas com concentracdo idnica, pH, que poderdo ocorrer durante a
utilizacdo da preparacdo enzimatica no meio reacional. A principal desvantagem deste tipo de
imobilizacdo é que as ligacdes podem ser rompidas com facilidade se houver variacdo do pH
ou da forca ibnica, causando a dessorcdo da enzima. Entretanto, a estabilidade operacional e a
faixa 6tima de pH da enzima adsorvida no suporte (derivado enzimatico) podem ser
melhoradas através da adicdo de ligacBes cruzadas adicionais, utilizando um reagente
bifuncional, como o glutaraldeido (GUIDINI et al., 2010; RUEDA et al., 2016).

Entretanto, devido ao seu mecanismo de ativacdo interfacial, as lipases podem ser
seletivamente imobilizadas sobre superficies hidrofobicas, podendo-se obter em uma Unica
etapa purificagdo, ativacdo e estabilizacdo da enzima (BASTIDA et al., 1998). A adsor¢éo
interfacial envolve regides hidrofobicas que circundam o sitio ativo da enzima e a face interna
da “tampa”. Portanto, lipases adsorvem-se a superficies hidrofobicas com a tampa aberta
(forma ativa), tornando o sitio catalitico acessivel a pequenos substratos, mesmo que este
esteja voltado para o suporte conforme descrito na Figura 5 (VERGER et al., 1997,
OLIVEIRA et al., 2000).
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Figura 5: Imobilizacdo de lipases por adsorcao fisica em suportes hidrofébicos.

Suporte Hidrofébico

- A (——» -

y

o

Forma fechada Forma aberta
Lipase Adsorvida

Fonte: MATEO et al. (2007).

Ha outros métodos de imobilizacdo na literatura em que ocorra uma interacao fisica

entre suporte/enzima, como por exemplo, a imobilizacéo por ligacdo idnica.

3.2.1.2 Imobilizacdo por Ligacdo I6nica

O principio envolvido no método de imobilizacdo por ligacdo ibnica baseia-se na
atracdo da enzima pelo suporte solido através de grupos com cargas opostas, que contém
residuos para troca idnica. A principal diferenca entre a adsorcdo fisica e a ligacdo idnica ¢ a
energia envolvida entre a enzima e o suporte, pois as ligacdes idnicas sdo mais fortes do que
as van der Waals ou ligacbes de hidrogénio, porém mais fracas do que a ligacdo covalente.
Quanto maior a densidade de carga da superficie na matriz, maior seria a quantidade de
enzima ligada. As vantagens apresentadas sdo: possibilidade de reutilizacdo do suporte, baixo
custo, simplicidade e suavidade do método, disponibilidade de suportes, pouca mudanca
conformacional na enzima, ndo deletério para a maioria das enzimas e obtencdo de enzimas
imobilizadas com alta atividade (FERNANDES et al., 2006).

O procedimento deste metodo € feito da mesma forma que no processo de adsorcao
fisica. Como desvantagem neste método também pode haver a liberacdo da enzima pelo
suporte, por variaces de pH e forga ibnica do meio, visto que h4 total dependéncia destes
parametros para esta metodologia de imobilizacdo (GUISAN et. al, 2006). Os suportes
utilizados podem ser inorganicos ou organicos, destacando-se as resinas de troca ionica,
preparadas principalmente a partir de matrizes organicas, com grupos trocadores de ions,

podem ser classificados como anidnicos ou catidnicos (de ALBUQUERQUE et al., 2016).
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3.2.1.3 Imobilizacdo por Ligacdo Metalica

Baseia-se em imobilizar enzimas empregando compostos de metais de transi¢cdo ou
oxidos metélicos precipitados a partir de seus sais, para ativar a superficie de suportes
organicos ou inorganicos. Esse método é baseado na propriedade de quelacdo dos metais de
transicdo, que podem ser usados para ligar enzimas. Embora o tipo de ligagédo seja
parcialmente covalente, observa-se o desprendimento da enzima do suporte em operacGes de
longa duracdo. Suportes organicos como papel de filtro, serragem, quitina e celulose e,
inorganicos, como celite, 1a de vidro, alumina e silica tém sido utilizadas neste processo de
imobilizagdo (LAMBRECHT et al., 1987).

Os sais metélicos mais utilizados nos processos sdo: TiCls, TiCly, Tiz(SO4)s, FeCls,
FeSQ,4, ZnCl,, SnCl,, SnCl, e VCl3. A técnica consiste em umedecer o suporte com uma
solucdo metalica, seca-lo, lava-lo para remover o excesso de sal e coloca-lo em contato com a
solugdo de enzimas, normalmente no pH &timo da enzima. Contudo as estabilidades
conseguidas com tais catalisadores tém sido baixas devido a perda de enzimas para a solucéo,
com prejuizos a sua reprodutibilidade (KENNEDY; KALOGERAKIS, 1980; LAMBRECHT
etal., 1987).

3.2.1.4 Imobilizacdo por Ligacdo Cruzada

Baseado na formacdo de ligacBes covalentes entre as enzimas por acdo de reagentes
bifuncional (glutaraldeido) ou multifuncional, conduzindo a agregados enzimaticos
tridimensionais insollveis no meio aquoso, podendo utilizar suportes como gelatina. Este
reage, principalmente com os grupos amina dos residuos de lisina das enzimas, formando uma
ligacdo imina (GUISAN et. al, 2006).

A enzima reticulada entre si é considerada um derivado enzimatico isento de suporte
(CAO et al., 2003). Varios agentes de reticulacdo sdo conhecidos e podem ser utilizados,
porém o glutaraldeido (FERNANDEZ- LAFUENTE, 2010; CHEN et al., 2017 ) permanece
como uma das fontes mais baratas e versateis (SHELDON et al., 2006).

A reacdo entre glutaraldeido e a enzima é altamente dependente das concentracdes da
enzima e do agente reticulante, do pH, da forca idnica da solucdo, da temperatura e do tempo
de reacdo. As condigdes de reacdo séo relativamente severas, afetando em alguns casos a
conformacao do sitio ativo da enzima (CAO et al., 2003).

A principal vantagem do método de ligacbes cruzadas é a preparacdo de enzimas

imobilizadas em diferentes formas, tais como geis enzimaticos, membranas enzimaticas e
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derivados adsorvidos em monocamadas, ligados a polimeros. As principais desvantagens do
método sdo a frequente e inevitavel inativacdo da enzima, causada por modificacdo quimica e
a natureza gelatinosa desses derivados enzimaticos. Frequentemente a ligacao cruzada € usada
em combinagdo com outros métodos de imobilizacdo, por exemplo, para estabilizar
preparacfes de enzimas imobilizadas por adsorcdo fisica, por entrelacamento e outras
combinacg6es de métodos (CAO et al., 2003).

A Figura 6 apresenta quais sdo os tipos de imobilizagdo enzimatica por ligacdo

cruzada.

Figura 6: Diferentes abordagens para a obtencdo de enzimas imobilizadas livre de suporte:
(a) cristalizacdo, (b) agregacdo; (c) secagem por atomizacao; e (d) reticulacdo direta.

Enzima solublhzada

\4

a0
o8 %o

CLEA CSDE CLE

CRY, cristais de enzima; AGG, agregados enzimaticos; SDE: enzima atomizada; CLEC’s,
cristais de enzima reticulados; CLEA’s, agregados enzimaticos reticulados; CSDE’s,

enzimas atomizadas reticuladas; CLE’s, enzimas solubilizadas reticuladas.

Fonte: modificada de CAO et al. (2003).

Uma alternativa para imobilizar enzimas seria a producdo de camadas de suporte
envolvendo a enzima, deixando a mesma livre dentro da matriz polimérica, conforme sera

abordado no seguinte item.
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3.2.1.5 Imobilizacao por Entrelacamento

A imobilizagdo por entrelagamento (aprisionamento, envolvimento ou oclusao,
confinamento ou encapsulacdo) envolve a polimerizacéo in situ da matriz porosa em torno das
enzimas a serem imobilizadas sem a ocorréncia de reacao entre enzima e suporte, portanto um
processo de retencdo fisica e ndo ha perda de atividade devido & inativacdo ou distorcdo do
sitio ativo, como frequentemente € observado na imobilizacdo por ligacdo covalente
(MARCONI, 1989; DALLA-VECCHIA et al., 2004). A enzima ¢ incorporada como parte da
mistura reativa a ser polimerizada e a medida que a polimerizacdo prossegue a matriz
(poliacrilamida, alginato, poliuretano, etc) forma-se em torno da enzima com tamanho de
poros a permitir que as moléculas de substratos e produtos de pesos moleculares adequados
possam se difundir através e dentro da rede polimérica (DALLA-VECCHIA et al., 2004;
BRADY et al., 2009).

As enzimas tém sido imobilizadas dentro de microcépsulas, lipossomas, fibras e
matrizes constituidas de diferentes materiais produzidas especialmente pela técnica sol-gel
(BRADY et al., 2009; FERNANDEZ-FERNANDEZ et al., 2013).

Outra vantagem da utilizacdo desse método é o confinamento protege a enzima do
contato direto com o meio reacional (solventes), minimizar os efeitos de inativacdo com
pouca alteracdo nas propriedades das enzimas. Além disso, € um método de imobilizacédo facil
de proceder e pode ser empregado para imobilizar um ou mais tipos de enzimas com qualquer
grau de purificacdo e as matrizes estdo disponiveis em varias formas (MARCONI, 1989;
DALLA-VECCHIA et al., 2004; BRADY et al., 2009).

Como desvantagens, tém-se as dificuldades associadas como o controle do tamanho
dos poros do suporte, a dessor¢do da enzima, substratos e produtos de pequena massa
molecular podem ser usadas para minimizar limitac6es de transferéncia de massa pelos poros
da matriz, necessitando altas concentracdes de substratos a fim de diminuir esta influéncia
negativa. Requer equilibrio delicado entre as propriedades mecénicas da matriz e seu efeito
sobre a atividade enzimatica e transporte de massa, pois a difusdo de produtos e reagentes
pode ser o limitador da velocidade reacional deste sistema suporte/enzima, assim como
muitos precursores utilizados para a polimerizacdo das matrizes podem inativar as enzimas
(DALLA-VECCHIA et al., 2004; BRADY et al., 2009; MENDES et al., 2011).
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3.2.1.6 Imobilizacdo em Membranas

A enzima ou até mesmo células podem ser imobilizadas na superficie da membrana
permeavel de ultrafiltracdo permitindo a passagem do substrato e do produto. Uma derivacéo
deste método promove 0 aumento da cadeia enzimatica por adi¢cdo de polimero sem torna-la
insollvel e evitando a passagem da enzima pelos poros. Pode ser utilizada em associa¢do com
os meétodos por inclusdo, gelificagcdo, adsorcéo fisica, ligacdo i6nica ou covalente, ou por
ligacdo cruzada, a adsorcdo tem melhor oportunidade de reuso do suporte e pode dessorver
enzimas (PALAI et al., 2016).

As propriedades superficiais de uma membrana podem ser alteradas, por exemplo,
para reduzir a adsorcdo ou introduzir grupos especificos que podem ser utilizados para
melhorar a afinidade das membranas. A modificacdo também pode ser usada como um
método para alterar as propriedades de separacdo de um material (MULDER, 1996). Muitos
tipos de membrana tém sido usados em reacdes enzimaticas (EL-MASRY et al., 2001;
VASILEVA et al., 2012; GULEC, 2013; PALAI et al., 2014; PALAI et al., 2016;
VASILEVA et al., 2016; MOHAMED et al., 2016).

A principal vantagem deste método de imobilizacdo é a auséncia de limitacGes de
transferéncia de massa (fato de que a enzima encontrar-se sob a forma livre na solucéo) e a
ampliacdo conveniente pela adaptacdo da area de superficie da membrana disponivel. Além
disso, certo nivel de separacdo do produto também é alcancado juntamente com a conversdo
biocatalitica em biorreatores enzimaticos com membrana (EBRAHIMI et al., 2010).
Normalmente, as separa¢des de membrana tém a vantagem de exigir apenas uma quantidade
limitada de energia, porque ndo ha mudanca de fase envolvida em tais processos (JOCHEMS

et al., 2011), tendo como principal limitacdo problemas com fouling (PALAI et al., 2014).

3.2.1.7 Imobilizagdo por Ligagdo Covalente

Ligacdo covalente ocorre com a inclusdo de grupos ativos (ligantes) no suporte
desejado com condigdes de reagdo normalmente severas. Posteriormente ocorrerdo ligagoes
covalentes entre 0os aminos terminais, residuos de lisinas ou grupos funcionais especificos da
enzima (Tabela 4) com os grupos ativos (ligantes) do suporte observando as condigdes para
que ocorra a ligacdo covalente aconteca (BABAKI et al., 2015; KNEZEVIC et al., 2006).
Com a utilizacdo de glutaraldeido como agente de ligag&o, a interacdo enzima-suporte € uma
reacdo amino (lisina) — aldeido (glutaraldeido) produzindo uma base instvel de Schiff (-
CH=N-) (GUISAN, 1988).
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Tabela 4: Grupamento funcional da enzima com potencial de ligagdo covalente ao suporte
funcionalizado.

Grupamento Funcional Enzima Aminoécido
Amino Lisina e Arginina
Tiol Cisteina
Himidazol Histidina
Indol Triptofano
Fenol Tirosina
Hidroxila Serina e Treonina
Carboxila Acido Aspartico e Acido Glutdmico
Sulfidrila Cisteina

Fonte: MATEO et al. (2007).

A ligacao covalente de enzimas a suportes sélidos pré-existentes é uma das estratégias
mais estudadas e utilizadas devido, principalmente, as seguintes propriedades conferidas aos
derivados enzimaticos obtidos por este sistema (GUISAN, 1988; BLANCO e GUISAN,
1989):

a) Carater covalente (ligacdo forte), portanto a estabilidade da ligacdo é de tal forma que nao
ha perda de enzima para a solu¢do, mesmo na presenca de substratos ou solucées de alta forca
ibnica.

b) Baixa ocorréncia de dessor¢do da enzima para uma vasta gama de condi¢des operacionais,
entdo a carga enzimatica permanece constante ap0s a imobilizacéo.

c¢) Facil manipulacdo do derivado, e com isso a modificacdo das propriedades quimicas ou
cataliticas podem ser favoraveis (alteracdo do pH e da temperatura étima, por exemplo).

d) Os derivados podem ser utilizados em reatores continuos, empacotados, de leito fluidizado
ou tanque agitado.

e) Estabilizagéo adicional que se pode obter quando a interacdo for multipontual (Figura 7),
levando a uma maior resisténcia a desativacdo por efeito de temperatura, solventes organicos
ou pH. Isto ocorre devido as multiplas ligacbes covalentes entre a enzima e 0 suporte
reduzirem a flexibilidade conformacional e as vibragGes térmicas, reduzindo assim as
possibilidades de desnaturacdo da enzima.

As principais modificagdes quimicas em suportes sdo realizadas utilizando-se agentes
bifuncionais, como por exemplo: epicloridrina, glutaraldeido, glicidol (ADRIANO et al.,
2008; RODRIGUES et al., 2008).
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Figura 7: Esquema representativo de imobilizagdo de enzimas em suportes com aldeidos.

Z
0—CHy—C_
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Aldeido
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/

-
O—CH;-U”2 Molécula de Enzima
H

Ligacdo de Schiff

Suporte

Fonte: GUISAN (1988).

O glutaraldeido ¢ uma pequena molécula com alta reatividade promovendo ligacdo
estavel entre grupos amina de suportes e residuos de amina de proteinas, além de outros
reagentes como brometo de cianogénio, carbodimida com suas reagOes caracteristicas
(ELKAOQOUTIT et al., 2011). A ativacdo de suportes com glutaraldeido ¢ uma das mais
populares técnicas para imobilizar enzimas e, em alguns casos, ela permite ainda melhorar a
estabilidade enzimatica devido as ligacbes multipontuais ou ligacdes entre as subunidades da
enzima na imobilizacdo. Entretanto, o glutaraldeido deve ser manuseado com cuidado, pois é
um composto neurotdxico (ANVISA, 2007).

A ligacdo da enzima deve envolver qualquer grupo quimico que nédo seja essencial a
atividade catalitica, o que significa que o sitio ativo ndo deve ser afetado pela imobilizagdo de
maneira significativa em sua conformacdo, pois conduzird a diminuicdo da atividade
catalitica. E recomendado que o processo de imobilizagdo ocorresse na presenca do substrato
ou de um inibidor competitivo de forma a proteger grupamentos funcionais do sitio ativo na
matriz do suporte (PALOMO et al., 2005).

Uma caracteristica deste processo é que a reacdo enzima-suporte € muito rapida e
facilmente hidrolisavel. A ligagdo unipontual enzima-suporte é reversivel, mas a imobilizagdo
torna-se irreversivel quando ocorre através de dois ou mais pontos de ligacio (GUISAN,

1988). LigacOes covalentes multipontuais podem aumentar a rigidez da estrutura
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tridimensional da enzima (podendo diminuir a atividade enzimatica por causa desta rigidez),
por conseguinte, aumentar a estabilidade da enzima imobilizada frente a diferentes agentes
inativantes, tais como, temperatura, pH, solventes organicos, entre outros (MATEO et al.,
2007).

A grande variedade de reacGes de ligacdo e de matrizes com grupos quimicos capazes
de participar diretamente ou de serem ativados para formar as ligacGes faz com que esse
método seja de aplicacdo quase geral. Infelizmente, na maioria dos casos, a estrutura da
enzima ndo € conhecida, de forma que fica dificil estabelecer regras gerais para a
imobilizacdo. Os quatro principais fatores para imobilizacdo por processo covalente séo
(GUISAN et al., 2006; MATEO et al., 2007):

a) Grupo funcional da proteina adequado para a ligacao covalente em condi¢fes brandas de
reacdo: levando-se em consideracdo a reatividade dos grupos e a estabilidade da ligacdo
formada, o residuo de aminoacidos mais convenientes para se ligar a suportes sdo em ordem
decrescente: Lys, Cys, Tyr, His, Asp, Glu, Arg, Trp, Ser, Thr e Met (imagens na Tabela 18). Os
restantes dos aminodacidos, devido a seu carater hidrofébico, ndo se encontram expostos para o
exterior da superficie proteica, e ndo podem intervir na ligacdo covalente.

Para a imobilizacdo sdo usados 0S grupos aminos, presentes na enzima quando
desprotonados, sdao muito reativos atuando como atomos com carga positiva localizados na
superficie da enzima (MATEO et al., 2002), portanto o0 pH do meio determinara se um
aminoéacido estara protonado ou ndo (LEHNINGER et al., 2014). As razdes para escolher os
grupos aminos dos residuos de lisina da enzima e o grupo NH; terminal para a imobilizacédo
(GUISAN; 1988):

i) A maioria das enzimas apresenta muitos residuos de lisina superficiais que geralmente
ndo estdo envolvidos no centro catalitico, e,
i) Os grupos amino sdo polares e estdo geralmente expostos a0 meio na superficie da

enzima.

b) Reacdes de acoplamento enzima — suporte: a reacdo é normalmente feita submetendo-se o
suporte, previamente ativado, a uma solucdo de enzima, em condic¢des brandas. As principais
classes de reacOes de acoplamento séo: diatomizacdo, formacéo de amida e formacéo de Base
de Schiff, que é uma imina, produto da reacdo entre aldeido (suporte) com uma amina
(enzima), com o pH do meio ser um pardmetro importante (BLANCO e GUISAN, 1988;
VOLLHARDT; SCHORE, 2004).
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c) Escolha de um suporte adequado para ligacéo covalente: um parametro bastante relevante
a possibilidade de interacdo enzima-suporte, seja ela mono ou multipontual € o grau de
ativacdo do suporte, ou seja, a densidade de grupos reativos (aldeido) na superficie do suporte.
A densidade de grupos aldeidos na superficie do suporte ir4 determinar as possibilidades de
alinhamentos corretos entre 0s grupos amino da enzima e os grupos aldeidos do suporte.

O controle da ativacdo do suporte permite controlar a intensidade das reacdes da
enzima com o suporte e é possivel também reduzir o grau de ativagdo para niveis desejados,
pois elevada ativacdo pode acarretar distorcdo da enzima na imobilizagdo. O decréscimo da
concentracdo de grupos aldeido no suporte promove uma reducédo da estabilidade do derivado
e na velocidade de imobilizacdo, por consequéncia um baixo rendimento de imobilizacdo.
Para tempos de imobilizacdo curtos, a estabilidade da enzima imobilizada terd um
comportamento similar & da enzima solGvel (BLANCO e GUISAN, 1988).

d) Tempo de contato entre enzima e suporte: Outro fator importante no processo de
imobilizacdo é o tempo de contato da enzima com o suporte, que podem favorecer a producao
ou quebra da ligacéo covalente. Imobilizacdo em pH alcalino e com suporte altamente ativado
pode ser extremamente rapido, podendo atingir curtos periodos de imobilizacdo com
producdo de pelo menos 2 ligacbes, mas a estabilizacdo das ligagdes entre enzima e o suporte
leva um tempo maior para a sua estabilizacdo completa. Os grupos amino situados na
superficie da proteina ndo estdo alinhados com os grupos aldeidos da superficie do suporte, ou
seja, a enzima e o suporte ativado ndo sdo estruturas que se completam. Quando a enzima, ja
imobilizada, continua a interagir com o suporte ativado, novos e corretos alinhamentos entre
0s grupos da enzima e os grupos aldeidos do suporte sdo formados e esses alinhamentos
quando € produzida, a subsequente ligacdo quimica é muito rapida e irreversivel (ADRIANO
et al., 2008). Este mecanismo para estabilizacdo da enzima por ligacdo covalente multipontual
em suporte ativado esté de acordo com a dependéncia observada da estabiliza¢do do derivado
com o tempo de imobilizag&o. A formacédo de alinhamentos adicionais amino-aldeido deve ser
mais lenta do que o primeiro processo de imobilizacdo (reacdo da enzima solivel com o
suporte ativado), e isto envolve a dependéncia entre a estabilidade do derivado final e o tempo

de contato entre a enzima ja imobilizada e o suporte ativado (MATEO et al., 2007).

Conclui-se, entdo, que a estabilidade dos derivados resultantes aumenta com o tempo
de contato entre a enzima solubilizada e o suporte ativado. Sabe-se que quanto maior a
temperatura maior a velocidade da reagdo, pois 0 aumento de temperatura provoca um

aumento nos movimentos vibracionais da molécula de proteina, tornando-a mais flexivel e
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assim possibilitando alinhamentos corretos enzima-suporte ou até mesmo a quebra desta
ligacdo. Assim, a quantidade de base de Schiff (Figura 8) formada entre grupos aldeido no
suporte e amino na enzima depende do equilibrio entre produgdo e rompimento da ligacdo a
altas temperaturas (BLANCO e GUISAN, 1988).

Figura 8: Reacdo enzima-suporte - Formacdo da Base de Schiff.

Fonte: adaptado de VOLLHARDT; SCHORE (2004).

A producdo do sistema enzima-suporte pode ser descrito em trés etapas:
i) Producéo ou aquisi¢édo do suporte;
i) Adicédo de grupos funcionais no suporte que fiqguem livres para reacdo entre a enzima e 0
grupo funcional ligado ao suporte;
iii) Reacdo entre grupos funcionais da enzima e os grupos funcionais livres do suporte. No
caso da reacdo do glutaraldeido com a enzima € produzida uma base de Schiff.

No caso do estudo em questdo, a primeira e segunda fase do processo de imobilizacéo
serdo realizados simultaneamente com a adicdo de glutaraldeido ao meio reacional
previamente a sintese do suporte, que é a espuma de poliuretano (EPU). E uma inovacio
tecnoldgica devido a ndo encontrar esta metodologia na literatura, simplificando e reduzindo

custos de imobilizacdo enzimatica.

3.3 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO

A tecnologia de imobilizacdo de enzimas envolve basicamente a escolha de
caracteristicas desejaveis da enzima, suporte e método de imobiliza¢do, que resultem num
derivado enzimatico ativo e estdvel. No entanto, ndo ha um método geral que possa ser
aplicado para a imobilizacéo de qualquer enzima. Tradicionalmente, a abordagem usada é a de
tentativa e erro, até que um sistema satisfatorio tenha sido alcancado (POPPE et al., 2015).

Uniformidade de tamanho de poros é uma necessidade dos suportes enzimaticos, visto
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que uma falta de uniformidade nos tamanhos de poros permite que substratos menores
possam penetrar, enquanto os substratos maiores irdo obstruir os canais, retardando e
diminuindo a eficiéncia das reagdes. Deste modo, uma distribuicdo de tamanho de poro ndo
homogéneo interfere ndo apenas na otimizacao de carga proteica sobre as superficies internas,
mas também na difusdo de substratos e/ou produtos (BLANCO et al., 2004).

Outra propriedade importante dos suportes de imobilizacdo é a sua hidrofobicidade.
Suportes com superficie hidrofobica sdo muito interessantes para imobilizagdo de lipase, pois
sob baixa forca ibnica obtém-se a ativacdo da enzima pelo seu sitio ativo (interface
hidrofobica) (BLANCO et al., 2007; dos SANTOS et al., 2015).

Os suportes para imobilizacdo de enzimas devem apresentar como principais
caracteristicas (GUISAN, 1988; CAO, 2005; LOPEZ-GALLEGO et al., 2005; FABER,
2011):

a) Elevada faixa de area superficial;

b) Permeabilidade a substratos e produtos;

c) Estabilidade mecanica, quimica e térmica;

d) Rigidez mecanica;

e) Insolubilidade em &gua e hidrofobicidades;

f) Tamanho e forma adequados;

g) Inerte ao ataque microbiano;

h) Regenerabilidade;

i) Manter forma e tamanho da particula durante o uso;

J) Apresentar pouca compactacdo em operacoes de leito fixo com altas taxas de escoamento;

Suportes que serdo ativados com glutaraldeido devem ser preparados no momento da
utilizacdo, pois o grupo reativo tem baixa estabilidade (SANTOS et al., 2015).

No presente trabalho, 0 método de ligacdo covalente serd empregado na imobilizacédo
da lipase Eversa® Transform 2.0. O suporte utilizado é a EPU (Espuma de Poliuretano
Expandido) com funcionalizacdo in situ utilizando o glutaraldeido como agente de ligacéo
entre enzima e espuma, participando do processo de polimerizagdo. Com isso tem-se uma
etapa a menos no processo de imobilizagdo de lipase, que normalmente ocorre a producéo do
suporte e posteriormente a funcionalizacdo do mesmo com grupos funcionais livres (aldeidos
neste caso) para realizarem a ligacdo covalente com grupos amina desprotonados da enzima,
produzindo uma imina, mais conhecida por base de Schiff.

O suporte escolhido (EPU) apresenta muitas das caracteristicas acima citadas, portanto
adequado ao processo de imobilizacdo enzimatico e para este trabalho ha a necessidade de
otimizacgdo de formulagdo da espuma visto que o glutaraldeido participara do meio reacional,
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e apos esta etapa 0 suporte estara pronto para a imobilizacéo por ligacao covalente.

Para tanto € necessdria uma revisdo sobre o polimero do suporte (PU) e seus
mecanismos de reacdo a fim de poder construir estratégias para otimizacdo de formulacdo do
suporte funcionalizado com o glutaraldeido como agente de ligagdo entre o suporte e a enzima

utilizando o grupo carbonila.

3.4 POLIURETANOS (PU)

O PU pode ser formado por poliadicdo ou policondensacédo via grupos funcionais
presentes nos mondmeros, como carbonila, amina, carboxila e hidroxila (MICHAELI et al.,
1995).

A policondensacao ocorre em duas etapas:

1) Primeiro sdo separados elementos funcionais;
i) Forma-se 4gua com o crescimento da macromolécula, sendo necessério a separacdo da
agua do meio reacional para a continuidade da reacéo.

O mecanismo € heterolitico com velocidade lenta da reacdo, sem a formacdo imediata
do polimero e grau de polimerizacdo médio na ordem de 10* (MICHAELI et al., 1995;
MANO; MENDES, 1999)

A Poliadicdo é similar a policondensacdo, com 3 etapas (iniciacdo, propagacao e
terminacdo), sem perda de agua:

i) Existe um terminal de molécula com um atomo de hidrogénio facilmente separavel e um
terminal de molécula com uma ligacdo facilmente separavel;

ii) O hidrogénio separa-se e a ligacdo do outro grupo funcional dissocia-se;

iii) O hidrogénio forma uma ligacdo com um dos elétrons da ligacdo dissociada. A posicédo de
onde o hidrogénio saiu e o outro elétron da ligacdo dissociada forma uma nova ligacéo e a
cadeia é ampliada.

Este mecanismo apresenta velocidade de reacdo rapida, com formacdo imediata dos
polimeros com grau de polimerizacdo alto, na ordem de 10° (MICHAELI et al., 1995;
MANO; MENDES, 1999).

Para que uma macromolécula possa originar um polimero por adi¢cdo ou condensacéo,
é essencial que sua estrutura quimica apresente funcionalidade igual a 2, isto €, apresente dois
sitios reativos, permitindo o crescimento da cadeia, 0s quais podem ser iguais (Di-isocianato)
ou distintos na mesma molécula (Caprolactama). Se a substancia tem grupamentos funcionais

que propiciem o crescimento da molécula por apenas um ponto, ndo é gerado polimero; se
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houver dois pontos (funcionalidade da molécula igual a 2), o polimero resultante tera cadeias
lineares, com ou sem ramificacOes e, portanto, apresentara propriedades de um termoplastico.
Se ocorrer reacdo por 3 ou mais pontos, o polimero resultante poderd conter ligacdes
cruzadas, apresentando o comportamento de um termorrigido, que € o caso da reagdo de
producdo de poliuretano, com as reacbes secundarias criando novas funcionalidades e
ligacGes cruzadas na molécula (MANO; MENDES, 1999).

A reacdo de poliadicdo é exotérmica e a viscosidade do meio reacional cresce
rapidamente, tornando cada vez mais dificil a acessibilidade do monémero aos centros ativos
da cadeia em crescimento, com problemas de uniformidade das condi¢cdes da reacéo,
produzindo heterogeneidade no tamanho das macromoléculas formadas (MANO; MENDES,
1999). O Calor gerado pela polimerizagdo pode causar problemas no uso do PU como suporte
enzimético por entrelacamento, necessitando de refrigeracdo do meio reacional (NYARI,
2013).

O PU apresenta algumas propriedades atrativas, em comparacdo com outros
polimeros, tais como (MANO, 1991):

i) Comparavel: Resisténcia a tracdo, compressao, rigidez dielétrica, indice de refracéo,
densidade, permeabilidade a gases.

ii) Superior: Alongamento na ruptura, Flexdo, Expansao térmica.

iii) Inferior: Modulo de Elasticidade, Condutividade térmica.

As EPU’s podem ser definidas como uma classe de polimeros que durante a reacao de
polimerizacdo, apresentam dispersao de gas dando origem a formacao de pequenos bulbos ou
células abertas, interligadas em uma estrutura tridimensional, permeaveis ao ar, reversiveis a
deformacéo e podem ser produzidas numa grande faixa de propriedades incluindo maciez,
firmeza e resiliéncia (IONESCU, 2005; VILAR, 1999).

3.4.1 Histérico do Poliuretano

A producéo de ligacdes uretanicas data de 1849, quando Wurts e Hofmann relataram
pela primeira vez a reacao entre um isocianato e um composto contendo grupo hidroxila. Em
1937 Otto Bayer desenvolveu o poliuretano a partir de um diisocianato que foi patenteado
pela atual companhia Bayer AG de Leverkusen. E considerado um dos principais polimeros
sintéticos por suas propriedades fisicas e quimicas diferentes e amplas aplicagbes (VILAR,
1999).

O poliuretano (-NHCOO-) é o produto da reacdo quimica entre uma molécula
contendo grupo isocianato (-N=C=0) (di ou polifuncional), disponivel nas formas aromaticas
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ou alifaticas e um poliol, possuindo hidroxilas (-OH) (com variacdo desde peso molecular,
natureza quimica e funcionalidade) e até mesmo outros reagentes como agentes de cura ou
extensores de cadeia, que contenham dois ou mais grupos reativos (MANO; MENDES,
1999). Também é possivel sintetizar ligacBes uretanicas sem a utilizacdo dos isocianatos,
utilizando oligdmeros que possuem grupos carbonatos ciclicos que devem reagir com
diaminas, ou ainda reacGes envolvendo vinil carbonatos com aminas (ROKICK;
PIOTROWSKA, 2002).

O poliuretano expandido (EPU) apresenta aplicacbes em colchdes, estofamentos,
esponjas para lavar louca, espuma leve e rigida usada no isolamento térmico (geladeiras,
caminhdes frigorificos, painéis divisorios, criogenia), assim como suporte para imobilizacdo
de enzimas (MICHAELI et al., 1995; CIPOLATTI et al., 2015; DALLAGO et al., 2015a;
DALLAGO et al., 2015b; NYARI et al., 2016; ZHANG et al., 2018; LIM et al., 2018), o
caracterizando como um material de maltiplas aplicacbes (CANGEMI et al., 2009) por conter
grupamentos diversos (aromaticos, alifaticos, ciclicos, amidas, ureia, ésteres, éteres, entre
outros) (MANO; MENDES, 1999).

3.4.2 Isocianatos

Os isocianatos (-N=C=0) sdo um dos intermediarios da degradacdo de Hofmann da
conversdo de amidas a aminas, sendo possivel isola-lo ao realizar esta degradacdo na auséncia
de agua (MORRISON; BOYD, 2011). E uma das classes de compostos com multiplas
ligacbes carbono-nitrogénio, juntamente com as carbodiimidas (-N=C=N) que sdo analogos
nitrogenados dos cetenos, importantes reagentes na inddstria de plasticos e polimeros
(ALLINGER, 1980). O isocianato ¢ um analogo nitrogenado do didxido de carbono
(O=C=0), sendo o carbono sp da carbonila muito eletrofilico (VOLLHARDT; SCHORE,
2014).

A quimica envolvida na sintese de um poliuretano esta baseada nas rea¢fes do grupo
isocianato, altamente reativo, podendo formar dimeros, trimeros ou até carbodiimidas. Os
isocianatos podem ser representados pela formula geral R(N=C=0), onde R podera ser
grupos aromadticos, alifaticos ou ciclicos e “n” representa a funcionalidade do isocianato,
podendo variar de 2 (diisocianato) até 4 (poliisocianatos) (ALLINGER, 1980).

Os isocianatos sdo compostos em que o atomo de carbono apresenta-se como um
centro deficitario de elétrons, o que os torna altamente reativos e suscetiveis a reacfes
nucleofilicas. Reagem com compostos que apresentam na cadeia atomos de hidrogénio ativos,
como grupos hidroxila de alcoois e aminas, formando grupos uretana e uréia (Figura 9). A
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uretana é um derivado funcional do &cido carbonico apresentando os grupos éster e amida em
sua estrutura (MORRISON; BOYD, 2011; SCHULZKE et al., 2018).

Figura 9: Reagdes com isocianato gerando em: (a) Uretana, (b) Uréia.
]
R—N=C=0+HOR" == R—|[NH—C—0O]—R’
(a)

TI}
R—N=C=0+H—N—R == R—[NH—C—NH]—FR
i (b)
Fonte: adaptado de FERKL et al. (2018).

A estrutura do isocianato (Figura 10) tem importancia na reatividade do grupo, devido
as estruturas de ressonancia das duplas ligagcdes entre 0 nitrogénio, o carbono e o oxigénio
presentes (MORRISON; BOYD, 2011).

Figura 10: Estruturas de ressonancia do grupamento isocianato.
® O e @ Q )
R N~—C—0_—R N—C O_—R N C—0_—R—N—(C—0

Fonte: adaptado de MORRISON; BOYD (2011).

Quando o grupo isocianato se encontra ligado diretamente ao anel aromatico o efeito
da ressonancia do anel induz uma elevada carga positiva ao carbono do grupo NCO,
tornando-o mais reativo diante de nucleo6filos como alcoois e aminas. Para diisocianatos
aromaticos que possuem ambos os grupos NCO no mesmo anel aromatico a reatividade €
dependente do efeito ativador do outro grupo substituinte. O decréscimo da reatividade é
maior se um substituinte estiver presente em posi¢do orto em relacdo ao segundo NCO. No
tolueno diisocianato (TDI) o grupo NCO na posicéo para reage muito mais rapidamente do
que o NCO em posicéo orto. (MORRISON; BOYD, 2011).

A ordem de reatividade dos diferentes categorias de compostos frente ao grupo
isocianato €: aminas alifaticas primarias > aminas aromaticas primarias > alcoois primarios >
agua > alcoois secundarios > alcoois terciarios > alcoois aromaticos > acidos carboxilicos >
ureia > uretano > amida (MORRISON; BOYD, 2011).

O isocianato mais utilizado na fabricacdo das espumas flexiveis é o tolueno
diisocianato (TDI), formado pela mistura de isobmeros 2,4 (orto) e 2,6 (para) (Figura 11) nas
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proporces 80:20 ou 65:35. Também sdo encontrados no mercado isocianatos como o
diisocianato de isoforona (IPDI), o diisocianato 1,6 hexametileno (HDI), diisocianato de 4, 4’
difenilmetano  hidrogenado (HMDI), diisocianato meta-tetrametilxileno  (TMXDI),
diisocianato de 1,5 naftaleno (NDI), isocianato difenil metileno (MDI), isocianato de polifenil
difenileno (PMDI) (VILAR, 1999; SCHULZKE et al., 2018 ).

Isocianatos podem ser prejudiciais ao ser humano e ao meio ambiente, com alguns
dos principais isocianatos utilizados na producdo de poliuretanos (TDI e MDI) sdo
classificados como CMR (Carcinogénico, Mutagénico e Toxicos a reproducdo). A producéao
de isocianatos requer o fosgénio, que € um gas letal, podendo ser produzido em processos de
gueima nao controlada de espumas de poliuretano, com algumas regulacGes a fim de banir
alguns isocianatos (CORNILLE et al. , 2017).

Figura 11: Isdmeros de tolueno diisocianato (TDI).
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Fonte: adaptado de VILAR (1999).

A funcdo basica do TDI na producéo da espuma flexivel é reagir com a agua liberando
0 gas carbdnico, CO,, e com o poliol (poliadi¢do) originando a espuma (VILAR, 1999;
MORRISON; BOYD, 2011; SCHULZKE et al., 2018).

3.4.3 Poliois

O termo “poliol” ¢ a abreviagdo para dalcoois polifuncionais. Sao compostos
oligoméricos di ou polihidroxilados, os quais, ao lado dos isocianatos, S0 0s componentes
essenciais para a formacdo dos poliuretanos, que se destacam pela versatilidade como
polimeros em diversas areas de ciéncia. Os poliois mais simples encontrados para as sinteses
de poliuretanos s&o os glicois como 1,4-butanodiol e 1,6-hexanodiol, conhecidos por poliois
poliésteres, que por possuirem baixa massa molar resultam em segmentos polimeéricos rigidos

por causa da alta concentracdo de grupos uretanicos por unidade de cadeia do polimero
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(VILAR, 1999).

Poliois apresentam formula geral HO-R-OH, onde R é um substituinte, como por
exemplo: (-CH-CH,—: Etileno glicol), (-CH,—CH(CHjs)—: Propileno glicol), (-CH2—
C(OH)-CH,—: Glicerol) e (-C¢H4—C(CH3)—CsH4—: 2,2-Di-(p-fenilol)-propano) (MANO,
MENDES, 1999; IONESCU, 2005; CANGEM I et al., 2009).

Além de poliois poliésteres sdo utilizados na fabricacdo de poliuretanos os polidis
poliéteres, poliol de Oleo de mamona, polidis derivados do Oleo de soja e polidis
hidrocarbonetos, entre outros compostos (CLEMENTE et al., 2014; OURIQUE et al., 2017,
AGRAWAL etal., 2017; DHALIWAL et al. , 2018).

Poliuretanos flexiveis produzidos com polidis poliésteres alifaticos apresentam
algumas vantagens em relacdo aos baseados em poliol poliéter, tais como: resisténcia aos
6leos, solventes, a oxidacdo, melhor resisténcia a tensdo, ao rasgo, ao corte, a abrasao, adeséo
e estabilidade dimensional. Porém em relacao aos poliéteres sdo mais sensiveis a hidrdlise e a
acao microbiana (VILAR, 1999).

3.4.4 Reac0Oes na producao de PU

Ao contrario da maioria dos polimeros, cujas unidades monoméricas sdo bem
definidas, o poliuretano € um polimero que ndo apresenta unidades repetitivas (uretano) de
forma regular, ndo possuindo assim, uma férmula empirica representativa da macromolécula.
Usualmente, representa-se o poliuretano por suas unidades monoméricas 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. Para produzir a espuma sdo necessarias
basicamente duas reacdes principais (itens 3.4.4.1 e 3.4.4.3) e duas secundarias (itens 3.4.4.2
e3.4.4.4).

As reacles secundarias que originam as propriedades tanto do PU quanto do EPU
ocorrem com intermediarios gerados no processo. Ambas as reacBes tém como reagente
comum o isocianato. Os itens 3.4.4.2 e 3.4.4.4 descrevem as reacdes do isocianato com
amina, uretano e ureia, bem como as reacGes secundarias (IONESCU, 2005; VILAR, 2011,
CHEN et al., 2018; SCHULZKE et al., 2018).

Na bioguimica e biotecnologia, cientistas tém atribuido as espumas de PU
caracteristicas de suporte para imobilizagdo de enzimas devido a sua resisténcia, versatilidade,
facilidade de preparo, poder de sorcdo, porosidade, controle de poros durante a sintese, sua
area superficial, permeabilidade, facilidade do transporte de massa, baixa toxidade e prego (de
ORY et al., 2006). Por estas caracteristicas, EPU é o alvo principal deste trabalho.
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As propriedades dos PU’s estdo intimamente ligadas a morfologia apresentada pelo
polimero, no qual devido as fortes interacdes entre as ligacdes uretanicas, segmentos rigidos
de caréter polar sdo formados dentro de uma matriz flexivel de carater apolar, formada pela
cadeia principal do poliol utilizado, denominado de segmento flexivel. Dessa forma, 0s
constituintes da matriz tornam termodinamicamente incompativeis, com consequente
aparecimento de dominios distintos, resultando numa separacdo de fases (VILAR, 1999;
IONESCU, 2005).

Portanto o entendimento destas reag0es que acontecem em sequéncia e em paralelo
durante a formacéo do EPU é de suma importancia para avaliacdo de otimizacdo de reagentes
necessarios (poliol, isocianato e glutaraldeido) a fim de produzir EPU para realizar

imobilizacdo enzimatica por ligacdo covalente.

3.4.4.1 Reagdo com alcool

A reacgdo principal do PU é quando &lcoois se adicionam aos isocianatos formando
ésteres do &cido carbamico, denominados uretanas (Figura 12), estaveis e de estrutura
primordial (ALLINGER, 1980; CHEN et al., 2018).

E reacdo é exotérmica, de velocidade moderada, liberando cerca de 24 kcal/mol por
uretano formado (VILAR, 1999; IONESCU, 2005). A estrutura dos compostos tem influéncia
direta na reatividade. Alcoois com hidroxilas primarias apresentam maior reatividade que
alcoois com hidroxilas secundarias, cujo efeito estéreo dos grupos vizinhos diminui a sua
reatividade (ALLINGER, 1980).

Figura 12: Reacdo de formacéo da ligacdo uretana.
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Fonte: adaptado de MORRISON; BOYD (2011).
Para acelerar esta reagdo e tornar o processo de producdo de PU’s mais produtivo,
utilizam-se catalisadores, que geralmente sdo aminas terciarias (trietileno diamina) ou

compostos organometalicos (octanoato de estanho) (IONESCU, 2005).
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3.4.4.2 Reacdo com amina

As reacOes dos isocianatos com aminas formando poliuréias (Figura 13) ndo
necessitam de catalise (IONESCU, 2005; CHEN et al., 2018).

Figura 13: Reacdo de formacédo do grupo uréia.
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Fonte: adaptado de (IONESCU, 2005).

Aminas alifaticas reagem mais rapidamente do que as aromaticas de menor basicidade,
desde que ndo haja impedimento estéreo muito significativo, e a reatividade das aminas
aromaticas serdo menores quanto maior for a eletronegatividade dos substituintes do anel
aromatico analogamente ao TDI (ALLINGER, 1980).

Poliureias ficam uniformemente distribuidas pela estrutura gerando ligacdes
hidrogénio intermoleculares, que interagem com os segmentos rigidos da matriz, contribuindo
para 0 aumento do grau de reticulacdo e da segregacdo das fases do polimero, induzindo a
abertura das células da espuma (RAMIREZ; GUPTA, 2019).

3.4.4.3 Reacdo com a dgua

A é4gua é a fonte necessaria de hidrogénios ativos e quando reage com o isocianato
libera gas carbbnico e moléculas de poliureia. A reacdo acontece em etapas, primeiro produz-
se 0 &cido carbamico (Figura 14), um composto de baixa estabilidade que se decompde em
amina (depois gerando ureia conforme item 2.4.4.2) e di6xido de carbono (Figura 15)
(ALLINGER, 1980). A reacgéo é exotérmica e libera cerca de 47 kcal/mol de agua consumida,
com estequiometria igual a 1 mol de agua para 2 mols de isocianato. Pode-se controlar a
densidade das espumas, pois quanto maior o nivel de &gua na formulagdo, menor sera a
densidade (VILAR, 1999; IONESCU, 2005; CHEN et al., 2018).

Figura 14: Reacdo de formag&o do &cido carbamico.
H
O
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Fonte: adaptado de ALLINGER (1980).
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Figura 15: Reacdo de decomposigdo do &cido carbamico.
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Fonte: adaptado de ALLINGER (1980).

A velocidade da reacao do isocianato com a agua é comparavel a velocidade da reacao
do isocianato com alcool primario, porém muito menor que a velocidade da reacdo do
isocianato com amina. A catélise da reacdo de isocianatos com agua é feita com o uso de
aminas terciarias (IONESCU, 2005).

Ocorre a expansdo do EPU e formacdo da estrutura celular, sendo esta etapa de
extrema importancia na fabricacdo das espumas de PU, pois a difusdo de CO, para as bolhas
de ar previamente nucleadas causa a expansao da espuma durante a reacdo de polimerizagéo,
responsavel pelo crescimento da massa polimérica e a formacao das células ou poros, onde o
CO, é substituido por ar, devido a espuma ter células abertas (ALLINGER, 1980; IONESCU,
2005; CHEN et al., 2018).

3.4.4.4 Reacdo com uretano e ureia

Durante a sintese, devido a reacdo de polimerizacdo ser exotérmica, ocorrem reacdes
secundarias, nas quais os hidrogénios das ligacdes uretanicas dos grupos uretano (Figura 16) e
ureia (Figura 17) reagem com os isocianatos para a formagao dos grupo alofanato e biureto.
Sao os principais responsaveis pelas propriedades mecénicas das espumas flexiveis e pela

reticulacdo na estrutura do polimero.

Figura 16: Reacdo entre isocianato e uretano produzindo alofanato.
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Fonte: (VILAR, 1999).
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Figura 17: Reagdo entre isocianato e uréia produzindo biureto.
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Fonte: (VILAR, 1999).

O efeito dessas ligacGes pode ser verificado com o aumento da resisténcia a tracdo na
ruptura e o decréscimo do alongamento na ruptura. Em uma temperatura entre 80 — 95°C
ocorre a formacao de biureto e o alofanato entre 120 — 140°C. Por serem menos estaveis que
as ligacOes uretanicas, acima de 150°C essas ligacdes sdo degradadas nos compostos iniciais.
Normalmente é utilizado excesso de isocianato para a formacdo dessas ligacbes e garantir
maior grau de reticulagdo nas EPU’s. Estas reacdes sdo reversiveis e ocorrem em temperaturas
superiores a 110°C, podendo ser classificadas como lenta e muito lenta, respectivamente,
quando ndo catalisadas. Elas ocorrem principalmente na pos-cura dos EPU’s, onde estes
permanecem por longo tempo em temperaturas elevadas, como por exemplo: 22 horas a 70°C,
ou dias a temperatura ambiente, dependendo do sistema empregado (VILAR, 1999;
IONESCU, 2005).

3.4.5 Processo “One Shot” de producio de espumas de poliuretano

A reacdo envolvida na producdo de um pré-polimero é a formacdo do uretano, e
quando feita pelo processo “One Shot” ela tem que ser acelerada e balanceada com a reagdo
de formacdo de ureia (item 3.4.4.2), para evitar o colapso da espuma, ou seja, evitar que sejam
produzidas bolhas muito pequenas, que possam causar problemas mecanicos e até mesmo
ocasionar células fechadas ou com rachaduras (VILAR, 1999; KRAITAPE ; THONGPIN,
2016).

Em escala laboratorial a sintese de espuma de poliuretano pode ser realizada por dois
processos, o primeiro deles envolve duas etapas e € o mais indicado para fabricacdo de
elastomeros e adesivos. A primeira etapa da sintese envolve uma mistura de poliol com
excesso de isocianato em atmosfera inerte levando a formacgdo de um pré-polimero de alto
peso molecular com grupos isocianatos nas extremidades, para na segunda etapa, quando é

adicionada uma mistura de poliol de baixo peso molecular (extensor de cadeia), surfatante,

Mestrado Tiago dos Santos Gongalves



38

catalisadores, entre outros, finalizando a formacdo do poliuretano (VILAR, 1999;
KRAITAPE ; THONGPIN, 2016).

O segundo processo chamado de “One Shot” ¢ o mais indicado para sintese de EPU,
que é o caso do estudo deste trabalho onde é necessario a produgdo de um suporte de EPU
para 0 processo de imobilizacdo de enzimas (VILAR, 1999). Nesse processo Sao
desenvolvidas as seguintes etapas, mostradas na Figura 18.

A etapa de mistura e dosagem esté representado na Figura 18. Em um recipiente € feito
uma mistura do poliol e do catalisador, com auxilio de misturador mecénico. A primeira
agitacdo responsavel pela formacgédo de microbolhas de ar dentro da massa polimérica que sdo
estabilizadas pelo surfactante. Em seguida adiciona-se o isocianato e uma segunda agitacdo
promove uma homogeneizacdo do meio e uma maior nucleacdo. Esta segunda agitagdo se da
em torno de 1 a 20 segundos dependendo da reatividade do poliol e da quantidade empregada
de catalisador, terminando com a mudanca de cor do meio reacional (VILAR, 1999;
KRAITAPE ; THONGPIN, 2016).

Figura 18: Sequencia da produgdo de EPU via processo “One Shot”.

"}
C’

a) ar; b) poliol, 4gua e aditivos; c)isocianato; d) matérias-primas; e) mistura e nucleacdo; f) creme e inicio do
crescimento; g) crescimento; h) separacdo de fase, suspiro e geleificacéo; i) cura.

Etapas Mistura Creme Crescimento Suspiro Curae p0s cura
Tempo 0 10s 60 s Horas e dias
Fenémenos Dispersao das Mudanca Aumento de Aumpnto das Aumento do
Fisicos bolhas e de cor viscosidade células suporte de carga
reagentes e modulo P g
Fendmenos Colistes de Reac0es primarias (3.4.4.1 e 3.4.4.3) e secundarias Difusio
Cinéticos moléculas (3.4.42e3.4.4.4)
Precipitacdo
. Expansao de bolhas da poliuréia
Morfologia M'Stufa Rigidez na espuma
heterogénea F x P Ruptura das
ormacado de dominios rigidos
membranas
celulares

Fonte: adaptado de VILAR (1999).
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Ap0s a etapa de dosagem e mistura, a massa polimérica fica saturada com o dioxido de
carbono (item 3.4.4.3), dando ao liquido uma aparéncia cremosa, sendo esta a etapa de
“creme”. Este fendmeno ocorre entre 6 e 20 segundos ap6s a mistura dos componentes € nao
ha formacdao detectavel de biureto e alofanato, grupos relacionados a formagéo de n6s em uma
rede poliuretanica. Tempos de “creme” muito baixos indicam alta reatividade do poliol ou
uma quantidade excessiva de catalisador que atua no processo de formacao de CO; (VILAR,
2011).

Quase juntamente com a etapa de “creme” ocorre a etapa de crescimento, na qual a
concentracdo do gas carbdnico aumenta no interior das microbolhas formadas durante a etapa
de homogeneizacdo (nucleacdo) e a massa da espuma comeca a expandir em volume. O gas
difunde das bolhas menores, de maior pressdo interna, para as bolhas maiores de menor
pressdo, causando um crescimento das bolhas maiores e um consumo das bolhas menores. As
bolhas formadas na etapa de nucleacdo sdo muito pequenas e quase esféricas, mas conforme
elas expandem, tendem a se alongar na direcdo das paredes da espuma. Nesta fase, avalia-se a
estabilidade das células e a formacgdo da espuma. Este processo se completa entre 60 e 120
segundos apds a mistura dos componentes (JANG; KRAYNIK; KYRIAKIDES, 2008).

Finalmente, na etapa de cura, a matriz polimérica, ja estruturada permanece por um
periodo minimo de 24 horas antes de ser manuseada. Esta fase compreende o tempo no qual a
espuma ndo apresenta mais a pegajosidade (“tack™) exterior ao toque. Podem-se utilizar
estufas a temperaturas de 70 — 100°C para acelerar a cura e aumentar a sua reticulagédo. O
tempo de cura (“cure”) € a reticulagdo do oligdmero durante o processo de produ¢do do

artefato (VILAR, 1999; KRAITAPE; THONGPIN, 2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0s procedimentos laboratoriais realizados nas
instalacBes da Universidade Regional e Integrada do Alto Uruguai e das Missbes (URI) —

campus Erechim, durante a fase experimental deste trabalho.

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados no presente trabalho foram:
v Acetona (CHsCOCHs), PM (58,08 g.mol™) Fmaia;
v Acido Fosférico (HsPO4), PM (97,99 g.mol™) Vetec;
v Acido Oléico (C1gH340,), PM (282,46 g.mol™) Vetec;
v Alcool Etilico (Etanol 95 %) (C,HsOH), PM (46,07 g.mol™) Merck;
v’ Fosfato de Sédio Monobésico Monohidratado (NaH,PO, . H,0), PM (137,99 g.mol™)

Glicerina (C303Hg), PM (92,09 g.mol™) Quemis;

Glutaraldeido, soluc&o 50% (m/v) (CsHgO5), PM (100,12 g.mol™) Vetec;

Hidréxido de Aménio (NH,OH), PM (35,04 g.mol™) Synth;

Hidréxido de Sédio (NaOH), PM (39,99 g.mol™) Nuclear;

Nitrato de Amdnia (NH;NOs), PM (80,04 g.mol™) Vetec;

Sulfato de cobre Il penta hidratado (CuSO, . 5 H,0), PM (249,685 g.mol™) Vetec;
Tartarato de sdio e potassio (KNaC4H4Os . 4 H,0), PM (282,1 g.mol™) Dinamica;
Reagente de Schiff para microscopia Merck;

Isocianato (Empresa Flexivel Poliuretanos — Mannes);

N N N N N N N RN

Poliol (Empresa Flexivel Poliuretanos — Mannes) .

41.1.1 Enzima

A enzima utilizada foi a lipase em forma liquida comercialmente conhecida como
Eversa® Transform 2.0 (Novozymes Latin America LTDA) de origem do fungo Aspergillus
oryzae cedida gentilmente por uma empresa de 6leos local, selecionada a fim de avaliar o

potencial do EPU como suporte para imobilizagdo pelo método de ligacdo covalente.
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4.1.1.2 Suporte

produzidos para uma formulacédo especifica para colchdes e espumas injetadas para a Empresa
Flexivel Poliuretanos — Mannes. Outros reagentes utilizados na fabricacdo do suporte foram a
solucdo 50% de glutaraldeido (agente de funcionalizacdo) e a glicerina. A Figura 19 apresenta

0s reagentes utilizados para elaboracéo da espuma de PU usado como suporte no processo de

Os mondmeros comerciais Poliol e Isocianato utilizados nesse trabalho foram

imobilizacdo da lipase.

Figura 19: Reagentes para a producdo da EPU em: (a) Poliol, (b) Isocianato,

Glutaraldeido e (d) Glicerina.

Fonté_: O Autor.
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Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados neste estudo foram:
Agitador magnético com potencia 650w (Fisatom);
Agitador orbital (Marconi MA-410);

Balanca analitica (Shimadzu);

Colorimetro portatil (Minolta CRHOMA METER CR-400);
Determinador de Carbono Organico TOC-V CSH da marca Shimadzu®
Micropipeta (Transferpette) 100 — 1000 uL;

Micropipeta (Transferpette) 5 — 30 pL;

pH metro MA- 522 (Marconi);

Recipiente de polipropileno (200 mL);

Seringas de 10 mL de volume.
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4.2 METODOS

A sequencia das atividades planejadas para a produgdo de um suporte funcionalizado
in situ com carbonila durante o processo de polimerizacdo esta descrito abaixo:
i) Investigar a razdo volumétrica entre poliol e isocianato com a participacao do glutaraldeido
na polimerizacéo;
i) Classificar as quatro formas distintas de producdo do suporte (razdo volumétrica de poliol e
isocianato determinado anteriormente com 4 volumes incorporados de glutaraldeido), com
base na lixiviacdo do glutaraldeido e atividade do suporte;
iii) Otimizar os parametros de imobilizacdo por ligacdo covalente;
iv) Comparar processo de imobilizacdo por ligacdo covalente e por adsor¢do da enzima com
base na atividade do suporte;
v) Medir a varia¢do de cor da espuma ao longo do tempo para avaliar o efeito da adigcdo de
glutaraldeido na cor da espuma.

Os procedimentos experimentais deste trabalho foram desenvolvidos em etapas, com

detalhamento experimental descrito na Tabela 5.
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Tabela 5: Sequencia dos trabalhos experimentais.
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Processo Metodologia Item | Resultado
- 5 grupos de EPU com proporg¢des
Determinar razdo volumétrica entre poliol, |distintas de poliol/isocianato (mL) (7:3;
isocianato com diferentes volumes de 6:4; 5:5; 6:6; 3:7). 4211 51
glutaraldeido na producio do suporte - Adicionar (mL) 4 volumes de o '
(EPU). glutaraldeido 50% distintos (0,5; 1,0;
1,5 e 2,0) em cada suporte.
- 4 métodos de producdo de espumas (7
Produzir espuma conforme resultado em mL de poliol + 3 mL de isocianato) —
5.1, a fim de avaliar a lixiviagdo de (Tabela 7). 4212 NA
glutaraldeido da espuma. - 4 proporcoes de glutaraldeido 50%
(mL) distintos (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0).
Determinar volume de glutaraldeido na Teste Fehling — Qualitativo 4.2.15 53
producdo do suporte com base na lixiviagdo | COT — Semi-Quantitativo 4.2.1.6
do glutaraldeido. Teste de Schiff 4.2.1.4 5.1
Classificar os 4 métodos de producdo de Imobilizacéo da lipase 4.2.2
suporte de imobilizagdo com base na
atividade do suporte. .
A formulacdo esta em 5.3 (7 mL de poliol, | Atividade na espuma 4221 '
3 mL de isocianato e 1 mL de glutaraldeido
50%).
Otimizar do processo de imobilizagdo por | Imobilizacdo da lipase 4.2.2
ligacdo covalente (pH, Temperatura e Atividade na espuma 4221
tempo), com base na atividade do suporte e 5.6
atividade do meio reacional. Cinética de Imobilizacdo 4.2.2
O suporte escolhido esta em 5.5.
Comparar métodos de imobilizacdo por Imobilizacao da lipase 4.2.2
ligacdo covalente e por adsorcdo através 57
dos parametros da otimizacao descritos em | Atividade na espuma 4221 '
5.6.
Medir a alterag8o da cor da espuma em
funcdo do tempo de estocagem e da o
) ) Variagdo da cor da espuma durante
quantidade de glutaraldeido 50% 4.2.1.7 5.4

adicionada ao meio reacional (0,5; 1,0; 1,5

e 2,0 mL), com a espuma descrita em 5.5.

estocagem

Fonte: O Autor.
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4.2.1 Sintese da Espuma de poliuretano funcionalizada

4.2.1.1 Avaliacdo da razdo volumeétrica entre poliol, isocianato e glutaraldeido.

Para a producdo de suportes que tenham caracteristicas necessarias a imobilizacéo
enzimatica, primeiramente deve-se selecionar a razdo volumétrica entre os reagentes base do
poliuretano: poliol e isocianato. Como o glutaraldeido participara da reacdo de polimerizacao,
sua razdo volumeétrica devera ser avaliada em relacdo a qualidade visual da espuma produzida.

Foram produzidas espumas de PU com 5 razdes volumétricas (grupos a — e) entre
poliol e isocianato, sempre totalizando um volume final de 10 mL. Avaliou-se o efeito do
glutaraldeido no meio reacional, com a adicdo de 4 volumes distintos de solucdo de
glutaraldeido 50% (m/v) (0,5 a 2,0 mL), totalizando 20 ensaios (Tabela 6).

Tabela 6: Razao volumeétrica dos reagentes (poliol: isocianato: glutaraldeido).

GRUPO CODIGO FORMULACAO DA ESPUMA
:'; a) Poliol (7 mL) + Isocianato (3mL) + Glutaraldeido 50% (m/v) (V)
a .
a3 Resultado visual: Figura 21
a4
b E; b) Poliol (6 mL) + Isocianato (4mL) + Glutaraldeido 50% (m/v) (V1)
b.3 Resultado visual: Figura 22
b.4
g; ¢) Poliol (5 mL) + Isocianato (5mL) + Glutaraldeido 50% (m/v) (V1)
C .
c.3 Resultado visual: Figura 23
c4
q g; d) Poliol (4 mL) + Isocianato (6mL) + Glutaraldeido 50% (m/v) (V1)
d.3 Resultado visual: Figura 24
d.4
2'; e) Poliol (3 mL) + Isocianato (7mL) + Glutaraldeido 50% (m/v) (V1)
e .
e.3 Resultado visual: Figura 25
ed

Nota: No campo cédigo, para todas as formulagdes das espumas produzidas para imobilizacdo, em que 1 =0,5
mL;2=1,0mL;3=15mLe 4 =2,0 mL de solucdo de glutaraldeido 50% (m/v).

V1 = Volume adicionado da solucéo de glutaraldeido (0,5 — 2,0 mL) conforme codigo da espuma.

Fonte: O Autor.

O processo de sintese do PU funcionalizado consiste na mistura prévia dos volumes

correspondes glutaraldeido ao poliol da Tabela 6, em um copo polimérico de 200 mL,
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mediante agitacdo manual com bastdo e vidro até a obtencdo de uma solucdo homogénea
(aproximadamente 30 segundos).

Segue-se entdo com a adicdo do isocianato (Tabela 6), mantendo o sistema sob
agitacdo manual até observar a formacgdo das primeiras bolhas de gas (fase creme), método
semelhante ao descrito no item 3.4.5, deixando descansar por 24 horas para ocorrer a cura do
polimero. Apds o endurecimento do material polimérico, o suporte € submetido a um
fracionamento em dois blocos e analisado em relagdo aos aspectos visuais e mecanicos.

Os suportes produzidos conforme Tabela 6 foram observados de forma qualitativa e
visual, algumas caracteristicas da espuma como homogeneidade da estrutura polimérica
formada, conformacao, flexibilidade, maciez, firmeza e porosidade interna.

Para a espuma de PU que apresentou 0 melhor desempenho avaliou-se a capacidade de
sorcdo de agua e a presenca de grupos aldeidos reativos, mediante teste de Schiff conforme
descrito no item 4.1.2.4.

Considerando que outros fatores, como a incorporacdo de aditivos e temperatura
podem afetar no processo de polimerizacdo, na condicdo que apresentou o melhor
desempenho foram propostas outras metodologias de producdo do EPU (Tabela 7), com a
finalidade de observar suas influéncias sobre a qualidade do suporte:

i) Incorporacdo ao processo reacional a glicerina;
ii) Acidificacdo do meio reacional,
1ii) Temperatura de polimerizagéo (ambiente em torno de 25°C e controlada a 40°C).

4.2.1.2 Avaliagdo da adicdo de glicerina e acidificagdo meio reacional sobre a qualidade da
espuma

Segundo a literatura, tanto a incorporacdo de agentes reticuladores, como a glicerina,
guanto o pH do meio e a temperatura sdo variaveis que podem interferir na qualidade da
espuma formada (IONESCU, 2005; VILAR, 2011) .

Neste contexto foram conduzidos novos ensaios, empregando os volumes de poliol (7
mL) e isocianato (3 mL), conforme resultados descritos no item 5.1. Os ensaios estdo
descritos na Tabela 7: na presenca de glicerina (grupo b), na auséncia de glicerina (grupo a),
com adi¢édo de acido inorganico (grupo c/d) ou sem adigéo de acido inorganico (grupo b), a
temperatura da polimerizagéo variando de ambiente (23-25°C) (grupo c) e a 40°C (grupo d),
gerando 4 diferentes formulag¢Ges. Para cada formulagéo, avaliou-se o efeito da adicdo de 4
volumes distintos de uma solucdo de glutaraldeido 50% (m/v) (0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mL),

totalizando 16 ensaios (Tabela 7).
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Tabela 7: Formulacéo de suportes (EPU) para imobilizacdo de enzimas.

GRUPO | CODIGO FORMULAGCAO DA ESPUMA
a-l 7 - - - Ve
) a) Reagentes béasicos do PU (Poliol e Isocianato) + Glutaraldeido

a.

a 3 Proporcéo dos reagentes:
a.

A Poliol (7 mL) + Isocianato (3mL) + Glutaraldeido 50% (m/v) (V1)

a.
b.1 b) Grupo a + Adicdo de Glicerina ao meio reacional

b b.2 Proporcdo dos reagentes:
b.3 Poliol (7 mL) + Isocianato (3 mL+ V;) + Glutaraldeido 50% (m/v) (V) + Glicerina
b.4 (Vo)
c.l ¢) Grupo b + Adic&o de Acido a reacdo em temperatura ambiente (23-25°C)
c.2 Proporcédo dos reagentes:

c
c.3 Poliol (7 mL) + Isocianato (3 mL+ V;) + Glutaraldeido 50% (m/v) (V) + Glicerina
c4 (Vz)
dl d) Grupo b + Adicdo de Acido a reacdo em temperatura de 40°C

q d.2 Proporcéo dos reagentes:
d.3 Poliol (7 mL) + Isocianato (3 mL+ V,) + Glutaraldeido 50% (m/v) (V) + Glicerina
d.4 (V)

Nota: No campo cddigo, para todas as formulagdes das espumas produzidas para imobilizacdo, em que 1 =0,5
mL;2=10mL;3=15mLe 4 =2,0 mL de solucdo de glutaraldeido 50% (m/v).

V1 = Volume adicionado da solucéo de glutaraldeido (0,5 — 2,0 mL) conforme codigo da espuma.

V, = Volume glicerina é igual ao volume da solugdo de glutaraldeido 50% (m/v) (0,5 — 2,0 mL).

Fonte: O Autor.

O volume de glicerina empregado em cada ensaio foi equivalente ao volume de
solucdo de glutaraldeido a 50% avaliado, conforme descrito na Tabela 7.

Previamente a sintese do PU sdo preparadas duas solu¢bes-mée de glutaraldeido e
glicerina 1:1 (mL/mL) para as espumas produzidas (Tabela 7), as quais serdo empregadas
como precursoras de ambos 0s reagentes na sintese do PU funcionalizado:

i) Sem adicéo de &cido inorganico (grupo b);
ii) Acidificacdo com acido inorganico (grupos ¢ e d) com &cido fosférico 3 mol.L™ na
proporcao de 1 mL (solucdo de H3PQO,) : 10 mL (glutaraldeido e glicerina).

Outros acidos inorganicos poderiam ser utilizados neste processo, tais como o acido
cloridrico (HCI) e o acido sulfurico (H,SO,), a escolha do acido fosférico foi realizada pelo
fato que este apresenta a menor constante de ionizacdo em comparacdo aos outros acidos

inorganicos, com constante de ionizacdo de 4cido (K,) para HCI na ordem de 10’, para o
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H,S0, Ka = 2,4 x 10° e Ky = 1,0 x 107 para as suas duas ionizages, e para o HsPO,, com
suas trés jonizagdes Ka = 7,1 x 103, K, = 6,8 x 10® e Ky = 4,6 x 10™ (RUSSELL, 1994). O
objetivo deste procedimento era deixar 0 meio acidificado sem que ocorressem alteraces nos
reagentes devido ao maior poder de ionizacdo dos outros acidos inorgénicos citados.

Considerando que o glicerol € um poliol, a fim de manter o balanceamento reacional
entre os poliois e o isocianato, fez-se necessario um acréscimo no volume de isocianato
equivalente ao volume de glicerina adicionado, conforme observado na Tabela 7.

Por exemplo, para producdo da espuma com codigo (b.2) da Tabela 7 foram
empregados 7 mL de poliol, 4 (3 + 1) mL de isocianato + 2 mL da mistura de glutaraldeido e
glicerina, a qual corresponde a 1 mL de glicerina e 1 mL de glutaraldeido 50% (m/v).

As espumas funcionalizadas com glutaraldeido foram produzidas com o auxilio de
duas seringas descartaveis, uma micropipeta e um recipiente de polipropileno (200 mL) onde
os reagentes foram misturados e homogeneizados com o auxilio de um bastdo de vidro,
conforme a seguinte sequencia:

i) Misturou-se volumes iguais de glicerina e solucao de glutaraldeido, reservando-se (grupo b)
e quando aplicével acidificou-se com acido fosférico (grupos (c e d);

ii) Adicionou-se ao recipiente de polipropileno 7 mL de poliol e o volume V; de solucdo de
glutaraldeido (grupo a) ou mistura de glicerina e glutaraldeido (grupo b) ou mistura
acidificada de glicerina e glutaraldeido (grupos c e d), conforme Tabela 7;

iii) Misturou-se até formacédo a de uma solugdo homogénea;

iv) Adicionou-se a solucdo o volume de isocianato correspondente a cada ensaio, ou seja, 3
mL + V; (volume de glicerina), e com o auxilio de bastdo de vidro promoveu-se a mistura até
o0 inicio da formacdo das primeiras bolhas de gas (CO,), que é o inicio da fase creme da
espuma;

v) Deixou-se descansar por 24 horas para que ocorra a estabilidade da espuma.

Foram acompanhadas algumas caracteristicas visuais da espuma, como
homogeneidade da estrutura polimerica formada, conformacao, flexibilidade, maciez, firmeza
e porosidade interna.

Também foram conduzidos ensaios de identificacdo de grupos aldeidos reativos
presentes na estrutura do PU, mediante reagdo com reagente de Schiff (4.2.1.4), bem como
ensaios de lixiviagdo do glutaraldeido excedente com agua (4.2.1.5 e 4.2.1.6).

Paralelamente foram realizados periodicamente (entre 1 e 81 dias) ensaios

colorimétricos das espumas (4.2.1.7), acompanhando as variaveis L*, ae b.
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4.2.1.3 Ensaios de lixiviacao

Os ensaios de lixiviagdo foram conduzidos com 1 g EPU funcionalizada e 60 mL de
agua destilada. O sistema foi submetido a agitagdo mecanica por 15 minutos a temperatura
ambiente (23-25°C). Ap0s este periodo, a EPU foi removida do sistema e submetida a uma
nova lavagem nas mesmas condi¢Ges. Ambas as aguas de lavagem foram analisadas quanto a
presenca de glutaraldeido de forma direta, mediante teste de Fehling (4.2.1.5), e de forma

indireta mediante analise do carbono organico total (COT) conforme item 4.2.1.6.

4.2.1.4 Teste de Schiff

O teste de Schiff é um ensaio empregado para a identificacdo de grupos carbonila, seja
em cetonas ou aldeidos, em diferentes amostras. O reagente de Schiff altera sua cor original
de rosa palido para violeta/purpura na presenca de grupos aldeidos.

Para a identificacdo qualitativa de grupos carbonilas, vinculado a aldeidos, na EPU
gotejou-se de 3 a 4 gotas do reativo de Schiff sobre uma porcdo da espuma, observando o
surgimento da coloragdo violeta. Como referéncia empregou-se o teste realizado com uma

espuma de PU isenta da adicdo de glutaraldeido.

4.2.1.5 Teste de Fehling

Para evidenciar a lixiviacdo de glutaraldeido da espuma, ou que 0 mesmo nao estava
quimicamente ligado ao EPU, foi empregado o teste de Fehling. No teste de Felhing o ion
cuprico do reativo de Fehling ao oxidar o aldeido se reduz a ion cuproso, o qual em solugéo
béasica precipita na forma de 6xido clprico de coloracdo avermelhada (ALLINGER, 1980).

O reativo de Fehling € composto por duas solugbes separadas, uma denominada A e
outra B. A solucdo Fehling A corresponde a uma solucdo aquosa de sulfato de cobre (11),
enquanto o Fehling B é uma solucdo aquosa incolor de tartarato de sédio e potassio (tambem
conhecido como sal de Rochelle) e uma base forte (NaOH) (MORITA; ASSUMPCAO, 2007).

As solugdes para o teste de Fehling foram preparadas da seguinte forma:

a) Fehling A = 6,927 g de sulfato de cobre Il penta hidratado s&o diluidos em agua destilada
até completar 100 mL de solugéo.

b) Fehling B = 36,2 g de tartarato de sodio e potassio e 10 g de hidroxido de sodio sdo
diluidos em &gua destilada até completar 100 mL solucéo.

Para a preparacdo do reagente de Fehling volumes iguais das duas solucdes (Fehling A
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e B) sdo misturados. A solucéo resultante apresenta uma cor azul escura intensa e ndo deve ser
armazenada por muito tempo.

Os ensaios foram conduzidos com 5 mL de cada &gua de lavagem com 6 mL da
solucéo de Fehling (Felhing A e B em proporgédo 1:1, v/v). Os reagentes foram misturados e
deixados sob aquecimento a 100°C por 10 minutos. Apos decorrido o tempo estipulado, foi

avaliado o aspecto visual de cada tubo de ensaio.

4.2.1.6 Determinacgédo do Teor de Carbono Organico Total (COT)

O teor de carbono organico total foi empregado como resposta para avaliar a lixiviacao
de glutaraldeido do suporte apds a etapa de sintese. Visando uma interpretacdo mais
quantitativa, foi construido uma curva de calibracdo, relacionando concentracdo de
glutaraldeido versus COT, a qual encontra-se apresentada, junto com sua equacéo da reta e de
regressao dos dados a glutaraldeido, na Figura 20.

A Figura 20 representa a curva padrdo de glutaraldeido em solugdo, simulando a
lixiviagdo deste composto do suporte funcionalizado. Esta curva foi construida através de
diluicBes seriadas partindo-se da solucdo de 50% (m/v) de glutaraldeido utilizado para a
reacdo de producdo da espuma de poliuretano. As medi¢cdes de COT foram realizadas pelo
determinador de Carbono Orgéanico TOC-V CSH da marca Shimadzu®, relacionando o
aumento de carbono orgénico em solucdo com a presenca de glutaraldeido nesta solucédo
ocasionado pela lixiviacdo do glutaraldeido do suporte, que resultaria em menor densidade de
ativacdo do suporte e por consequéncia menor imobilizacdo da enzima.

A gquantidade de glutaraldeido lixiviada do suporte produzido neste trabalho pode ser

descrita pela Equagéo 1.

(1)

CO, — COp) — 158,407 M
PGLU = 1000 <( L B) >x L ( E)

2.114.151,587 M,

Sendo:

PcLu = Glutaraldeido lixiviado da espuma apos cada lavagem do suporte (mg);
CO. = Carbono Organico Total (mg C / L) da espuma com glutaraldeido;
COg = Carbono Organico Total (mg C / L) da espuma sem glutaraldeido (Tabela 8);
V| = Volume da agua de lavagem (mL);

Me = Massa de espuma total produzida com glutaraldeido no meio reacional (g);

Ma = Massa de espuma que sofreu o processo de lavagem (g).
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Figura 20: Curva padrdo de COT versus glutaraldeido em solugdo (m/v).
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Fonte: O Autor.

Com as medicdes de perda de glutaraldeido por COT nas duas lavagens, tem-se a
quantidade de glutaraldeido lixiviada para cada tipo de espuma e em funcdo do volume
adicionado de solucdo de glutaraldeido descrita pela Equagédo 2.

Rendimento = 100 (MIGLU‘;llGLU-PZGLU) @)
GLU

Sendo:

Rendimento = Proporcéo de glutaraldeido inserida na cadeia polimérica (%);

PlcLu = Glutaraldeido lixiviado da espuma na primeira lavagem (mg) — Equagéo 1;

P2sLu = Glutaraldeido lixiviado da espuma na segunda lavagem (mg) — Equagé&o 1;

MlgLu = Massa introduzida de glutaraldeido no processo de polimerizagdo (mg) em fungéo

do volume adicionado de glutaraldeido no meio reacional.

Como o glutaraldeido estd presente em uma solucdo de 50% (m/v), a massa
introduzida ao meio reacional esta conforme o volume adicionado desta solucéo, variando de
0,5 até 2,0 mL de solucéo, portanto, a massa introduzida (Mlg_y) presenta na Equacgéo 2 esta

conforme relagao abaixo:
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i) 0,5 mL de glutaraldeido 50% equivale a 250 mg de glutaraldeido introduzido (MlgLy) ao
meio reacional, valido para as espumas a.1; b.1; c.1; d.1.
ii) 1,0 mL de glutaraldeido 50% equivale a 500 mg de glutaraldeido introduzido (Mlg_y) ao
meio reacional, valido para as espumas a.2; b.2; ¢.2; d.2.
iii) 1,5 mL de glutaraldeido 50% equivale a 750 mg de glutaraldeido introduzido (MlgLy) ao
meio reacional, valido para as espumas a.3; b.3; ¢.3; d.3.
iv) 2,0 mL de glutaraldeido 50% equivale a 1000 mg de glutaraldeido introduzido (Mlg y) ao
meio reacional, valido para as espumas a.4; b.4; c.4; d.4.

Para determinacdo dos brancos da andlise de COT foram produzidos 5 espumas
“brancas” (sem a presenc¢a de glutaraldeido), descritos na Tabela 8.
i) Espumas com poliol (7 mL) e isocianato (3 mL);
i) Espumas com poliol (7 mL), isocianato (3 mL) e glicerina (0,5 mL);
iii) Espumas com poliol (7 mL), isocianato (3 mL) e glicerina (1,0 mL);
iv) Espumas com formulagéo poliol (7 mL), isocianato (3 mL) e glicerina (1,5 mL);
v) Espumas com formulagéo poliol (7 mL), isocianato (3 mL) e glicerina (2,0 mL).

As espumas descritas acima foram produzidas conforme item 4.2.1.2. Ap0s a sua cura,
foram lavadas na mesma proporc¢ao de que o suporte, ou seja, com a utilizacdo de 60 mL de
agua para 0,1 de espuma sob agitacdo durante 15 minutos, separando-se a espuma do liquido e

a quantificacdo de glutaraldeido sob a analise de COT, com resultados descritos na Tabela 8.

Tabela 8: Valor de branco para COT das espumas utilizando a Equacéo 1.

TIPO ESPUMAS (Tabela7) | COTg(mgC/L)
Poliol (7 mL) + Isocianato (3 mL) a.l;a.2;a3;a4 35,89
0,5 mL Glicerina + 0,5 mL Glutaraldeido b.1;c.1;d1 22,65
1,0 mL Glicerina + 1,0 mL Glutaraldeido b.2;c.2;d.2 34,30
1,5 mL Glicerina + 1,5 mL Glutaraldeido b.3;c.3;d.3 42,72
2,0 mL Glicerina + 2,0 mL Glutaraldeido b.4;,c.4;d.4 104,10

Fonte: O Autor.
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4.2.1.7 Avaliacdo da cor da espuma por Colorimetro: influéncia do glutaraldeido

A avaliagdo da mudanga de coloracdo da espuma durante o armazenamento sera
empregada para propor um mecanismo da ligacdo quimica do glutaraldeido na estrutura do
EPU, visto que nem todo o glutaraldeido adicionado é lixiviado, evidenciando uma ligacéo
mais forte (provavelmente quimica) do que ocorreria em uma atracéo fisica.

Este ensaio foi conduzido com 5 espumas com variagdo na quantidade de
glutaraldeido incorporado ao meio reacional (4 com volumes de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mL de
glutaraldeido 50% (m/v) e 1 sem glutaraldeido denominado de controle) conforme item ¢ da
Tabela 7, com a finalidade de avaliar a influéncia da quantidade de glutaraldeido na cor da
espuma durante a estocagem e com estes resultados propor um mecanismo da incorporagéo.

Os parametros do colorimetro (L*, a, b) foram avaliados periodicamente durante 81
dias. As espumas foram armazenadas em local seco e protegido da luz.

A medida da cor de cada espuma produzida foi realizada com o colorimetro
(CHROMA METER CR-400), com fonte de luz D65, angulo de observacédo de 10° e abertura
de célula de 30 mm, utilizando-se coordenadas L*, a, b do sistema CIELAB. O espaco
CIELAB ¢é composto por trés eixos. O eixo vertical (L*) que representa a luminosidade
variando do nivel zero (preto) ao 100 (branco). O eixo (a) varia de +a (vermelho) até o -a
(verde) e o eixo (b) indo de +b (amarelo) ao -b (azul), com ambos os eixos apresentando
valores entre -120 e +120.

Foram feitas 3 leituras de cada amostra, sendo o resultado de cada medida a média das
3 leituras, com os seus respectivos desvios-padrdo para analises estatisticas.

Por meio das coordenadas L*, a, b, foi calculada a diferenca de coloragdo (4E) para
cada amostra de espuma durante a estocagem em relacdo ao controle (espuma sem

glutaraldeido no tempo inicial) através da Equacéo 3.

AE = \JAL? + Aa? + Ab? (3)
Sendo:
AL = L*gLu — L*conTROLE
Aa = agLu — AcoNTROLE

Ab =bgLu - bcontroLE
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4.2.2 Imobilizacédo da Lipase

O processo de imobilizacdo foi realizado empregando 60 mL da solugdo-mée (com
formulacédo descrita abaixo) para cada 1 g de EPU funcionalizada com glutaraldeido.
As solucdes maes foram constituidas da seguinte maneira:
v 9 mL de extrato enzimatico;
v 250 mL de agua destilada;
v 50 mL da solucdo-tampao no pH desejado para a imobilizacdo da lipase;
v" Foram corrigidos o pH da solucdo-mae para o valor determinado no planejamento

experimental.

A relacdo solucdo-mae e massa de suporte € mantida constante em todos 0s ensaios
descritos para avaliacdo de rendimento de imobilizacéo, atividade de suporte, otimizacédo de
parametros cinéticos.

Considerando que tanto a temperatura quanto o pH interferem na ligacdo quimica
entre a enzima e o suporte, ambas as varidveis foram otimizadas mediante um planejamento
experimental. Os niveis avaliados para cada variavel encontram-se apresentados na Tabela 9.
A escolha da faixa de pH considera os pontos isoelétricos dos aminoécidos (Tabela 17)
presentes em enzimas, e a escolha da faixa de temperatura considera a faixa de utilizacdo da
lipase.

A espuma (suporte) é adicionada na solucdo-mae no tempo zero da cinética de
imobilizacdo enzimatica por ligacdo covalente, quando a solu¢do-mae esta pronta e conforme

parametros de pH e temperatura através do planejamento fatorial descrito na Tabela 9.

Tabela 9: Variaveis independentes e niveis empregados no planejamento fatorial 22.

Parametro -1 0 +1
pH Solucdo-mée — (X3) 6,0 8,0 10,0
Temperatura (°C) — (X2) 20,0 40,0 60,0

Fonte: O Autor.

Considerando que o tempo é uma variavel a ser considerada neste processo,
inicialmente foi realizado um estudo cinético com a condicao teoricamente mais desfavoravel,
ou seja, em pH 6 e a 20°C, pois a velocidade de imobilizac&o por ligacdo covalente mais lenta
em meios mais acidos e temperaturas mais baixas. Houve o acompanhando a atividade do
sobrenadante em 3, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 150 e 180 minutos reacionais.
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Depois de definido o tempo reacional, foram realizados os ensaios de imobilizacéo de
acordo com as condicBes do planejamento. A etapa de imobilizacdo foi conduzida em
constante agitacdo em agitador orbital a 160 rpm.

Ap06s o tempo definido, a suporte foi submetida a duas lavagens sucessivas com 50 mL
de 4gua, com a finalidade de extrair as enzimas imobilizadas por adsorcdo. Apos a lavagem 0s
imobilizados foram caracterizados em relacdo a atividade. A resposta avaliada foi a atividade
do imobilizado gerado.

Para avaliar a contribuicdo do processo adsortivo na imobilizagdo, com a condigéo
otimizada, a qual corresponde a condi¢do cujo imobilizado apresentou maior atividade
catalitica, foi conduzido um ensaio em paralelo, nas mesmas condi¢des de pH, temperatura e
tempo de contato, empregando como suporte uma espuma de poliuretano sintetizada sem a
adicao de glutaraldeido (branco), esta ndo apresenta a capacidade de imobilizacéo por ligacéo
covalente. Apds a etapa de adsorcdo, a espuma foi removida do meio reacional, submetida a
lavagem com agua destilada, seca e submetida a medida de atividade.

Neste trabalho empregou-se um planejamento fatorial 22 completo, com repeticdo em
triplicata no ponto central. Os fatores avaliados (variaveis independentes) foram pH da
solucdo-mée para o processo de imobilizacdo enzimatica por ligacdo covalente (X;) e
temperatura (X;) de imobilizacdo por ligacdo covalente. Na Tabela 9 estdo apresentadas as
variaveis (fatores) exploradas neste trabalho com seus respectivos niveis, totalizando 7
ensaios. A resposta avaliada (varidvel dependente) foi a atividade do imobilizado (espuma-
lipase) (U/g), denominada de Y. O seguinte modelo linear foi utilizado para a analise

estatistica conforme 4.2.3:

Y = by + b X; + byX,
Onde:
Y = Resposta (U/g);
X1 = pH (fator) da solucdo-mée do processo de imobilizac&o por ligacdo covalente;
X, = temperatura (fator) em que ocorreu a imobiliza¢ao por ligacdo covalente (°C);

bo, b1 € b, sdo os coeficientes de regressao do modelo.

4.2.2.1 Determinacdo da atividade enzimética da Lipase

A atividade de esterificacdo das lipases livre e imobilizadas nos casos descritos acima
foi quantificada empregando a metodologia descrita Duarte et al., (2016), a qual foi adaptada
de Ferraz et al., (2012).
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Os ensaios foram conduzidos empregando 0,1 g de catalisador imobilizado e 5 mL de
substrato (razdo molar acido oleico:alcool etilico de 1:1). A reacdo foi conduzida a 40°C, por
40 min em agitagdo mecanica de 160 rpm. Apds este periodo reacional, aliquotas de 500 pL
foram retiradas do meio reacional e adicionadas a aliquotas de 15 mL de uma solucéo de
acetona-etanol (1:1) (v/v), sendo posteriormente titulada com NaOH 0,05 M até pH 11.

As analises foram realizadas em triplicata, onde uma unidade de atividade enzimatica
de esterificacdo foi definida como a quantidade de &cido graxo (oleico) (umol) consumida por
grama de imobilizado por minuto, nas condi¢des do ensaio, sendo calculada empregando a

Equacéo 4.

Vi, — V.)xMx1000xV,
AE = ( b a) F (4)
txMg xV,

Sendo:

AE = Atividade de esterificacdo do suporte (U/g);

V2= Volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada apds 40 min (mL);
Vp = Volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada no tempo 0 (mL);
M = Molaridade da solucdo de NaOH,;

Ve = Volume final de meio reacional (mL);

t = Tempo da reacdo (min);

Mg = Massa do suporte com enzima imobilizada(g);

V¢ = VWolume da aliquota do meio reacional retirada para titulacdo (mL).

4.2.3 Andlise Estatistica

Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).

Os resultados das variaveis dependentes também foram tratados por anélise de
regressdo multipla da metodologia de superficie de resposta. A ANOVA foi aplicada para
testar a adequacdo dos modelos lineares e a significancia da regressdo foi observada pelo
coeficiente de determinacdo. Além disso, para se visualizar o efeito das varidveis
independentes nas respostas avaliadas foram construidos graficos de superficie de resposta.

Toda analise estatistica foi feita com o auxilio do programa computacional
STATISTICA 5.0 (Stat-Soft, Tulsa, OK, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no

desenvolvimento desta pesquisa.

5.1 SINTESE DO POLIURETANO (PU): avaliagio das proporcdes
volumétricas poliol:isocianato:glutaraldeido

Para a sintese do PU foram avaliadas diferentes propor¢des volumétricas dos
mondmeros poliol e isocianato. Como parametro de avaliacdo acompanhou-se visualmente a
consisténcia, a estabilidade quanto ao efeito de retracdo do volume, defeitos de conformacéo,
a maleabilidade, a conformacéo dos poros da espuma, assim como a sua uniformidade.

As Figuras 21 a 25 apresentam o aspecto conformacional das espumas de PU
sintetizadas empregando as diferentes proporcdes volumétricas de poliol, isocianato e
glutaraldeido, totalizando 20 suportes (espumas de EPU) descritas na Tabela 6.

Percebe-se que com o aumento do teor de isocianato nas espumas produzidas
(Figuras 21 a 25), a cor amarela da espuma fica mais evidente, devido a cor caracteristica do
reagente incorporado (Figura 19 (b)), assim como das rea¢fes com o isocianato descritas na

revisao bibliogréfica (3.4.4).

Figura 21: Aspecto conformacional das EPU's sintetizadas empregando uma razéo
volumétrica (mL) de poliol:isocianato de 7:3 acrescido de diferentes volumes de glutaraldeido
50% (m/v) (a) 0,5 mL, (b) 1,0 mL, (c) 1,5 mL e (d) 2,0 mL.

Fonte: O Autor.
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Figura 22: Aspecto conformacional das EPU's sintetizadas empregando uma razéo
volumétrica (mL) de poliol:isocianato de 6:4 acrescido de diferentes volumes de glutaraldeido
50% (m/v) (a) 0,5 mL, (b) 1,0 mL, (c) 1,5 mLe (d) 2,0 mL.

Fonte: O Autor.

Figura 23: Aspecto conformacional das EPU's sintetizadas empregando uma razéo
volumétrica (mL) de poliol:isocianato de 5:5 acrescido de diferentes volumes de glutaraldeido
50% (m/v) (a) 0,5 mL, (b) 1,0 mL, (c) 1,5 mLe (d) 2,0 mL.

Fonte: O Autor.

Percebe-se tanto na Figura 22 quanto na Figura 23 um colapso na estrutura do
suporte e uma ndo uniformidade nos poros da EPU, indicando que ndo ha uma reacédo
balanceada entre os principais agentes formadores de EPU (poliol, isocianato e &gua para
expansdo). Estas caracteristicas ndo sdo as indicadas para um suporte de imobilizacdo
enzimatica descritos no item 3.3.

Na Figura 23, observa-se um aumento na tonalidade alaranjada do suporte em funcéo
do aumento de glutaraldeido no meio reacional, que pode ser um indicador de que ocorre
uma ligacdo quimica entre o glutaraldeido e a espuma de poliuretano, sendo este fato melhor
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descrito no item 5.4, cuja a influéncia da adicdo de glutaraldeido na reacdo de producdo de

suporte foi melhor discutida.

Figura 24: Aspecto conformacional das EPU's sintetizadas empregando uma razéo
volumétrica (mL) de poliol:isocianato de 4:6 acrescido de diferentes volumes de glutaraldeido
50% (m/v) (a) 0,5 mL, (b) 1,0 mL, (c) 1,5 mL e (d) 2,0 mL.

Fonte: O Autor.

Figura 25: Aspecto conformacional das EPU's sintetizadas empregando uma razéo
volumétrica (mL) de poliol:isocianato de 3:7 acrescido de diferentes volumes de glutaraldeido
50% (m/v) (a) 0,5 mL, (b) 1,0 mL, (c) 1,5 mLe (d) 2,0 mL.

Fonte: O Autor.

Além disto, 0 aumento da proporcao de isocianato conduz a geracao de uma estrutura
mais rigida, sendo que para a condicdo de 3 mL de poliol e 7 mL de isocianato (Figura 25),
houve a producdo de espumas quebradicas, ou seja, com baixa estabilidade mecanica,
caracteristica esta indesejavel em suportes enzimaticos. Esta tendéncia estd coerente com a

literatura, a qual relaciona este acréscimo da dureza da estrutura ao aumento das forgas
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intermoleculares. Em geral, poliuretanos com alto teor de isocianato tornam-se mais rigidos,
devido ao aumento das ligacdes cruzadas pelas reacdes secundarias que produzem alofanato e
biureto, proporcionando uma maior aderéncia e compactacdo dos poros (VILAR, 1990;
IONESCU, 2005).

Em relacdo a incorporacdo do glutaraldeido, observam-se efeitos distintos de sua
concentracdo em funcdo da razdo volumétrica poliol:isocianato. Para as razGes volumétricas
aonde o poliol esta em maior propor¢do (Figura 21), o aumento do teor de glutaraldeido
conduz a formacdo de espumas menos expandidas, porém com melhor uniformidade dos
poros e menos rigidas. Com o aumento da quantidade de isocianato, principalmente nas
razdes 5:5 e 4:6, observa-se um feito negativo, em termos conformacionais e estruturais, para
o glutaraldeido, com as quantidades de 1,5 e 2,0 mL de solucdo de glutaraldeido 50% (m/v)
conduzindo ao colapso estrutural das espumas produzidas (Figuras 23 e 24), o que pode
indicar uma reacdo ndo balanceada em relacdo aos reagentes formadores do suporte (poliol,

isocianato e agua).

Figura 26: Teste de Schiff para espumas respectivamente, (a) sem glutaraldeido, (b) com
glutaraldeido.

(a)

Fonte: O Autor.

Em termos de composicdo funcional, foi conduzido o teste de Schiff, o qual é
especifico para grupos carbonilas. Neste teste, o reagente de Schiff na presenca de grupos
carbonila, conduz a formagdo de um composto de coloragdo purpura caracteristico. Para todas
as amostras testadas, com excecdo do branco que foi conduzido sem a presenca de
glutaraldeido, o Teste de Schiff (Figura 26) deu positivo para a presenca do grupo carbonila,
indicando que o glutaraldeido encontra-se incorporado na estrutura da espuma.

Uma forma de melhorar as propriedades estruturais e mecanicas do PU ¢é através da
adicdo de aditivos funcionalizados e acidificacdo do meio.

Neste contexto foram conduzidos novos ensaios, nos quais avaliou-se os efeitos da
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incorporacdo de glicerina e &cido fosférico ao meio reacional referente a sintese do
poliuretano.

Com base na avaliacdo visual das espumas obtidas a propor¢do volumétrica
poliol:isocianato de 7:3 foi definida para a continuidade dos estudos (Figura 21), com a
maioria das espumas com problemas de uniformidade de tamanho de poros ou até mesmo
com estrutura colapsada, inviabilizando a sua utilizacdo como suporte de imobilizacédo
enzimatica.

A fim de melhorar a uniformidade de poros do suporte fabricado, houve a adicdo de
glicerina no meio reacional, visto que este composto apresenta funcionalidade igual a 3, que
propicia efeitos de reticulacdo na producéo do poliuretano via reacdo com o isocianato, sendo
este aspecto muito importante para que o suporte possa realizar o processo de imobilizacado
por ligagdo covalente.

Para melhorar o balanco da reacdo, o volume adicionado de glicerina sera compensado
pelo mesmo aumento de volume de isocianato, conforme descrito na Tabela 7, a fim de que o
suporte apresente melhor aspecto visual em relacdo as espumas sem a adi¢do de glicerina.
Além do efeito da glicerina no meio reacional, sera avaliado o efeito da acidificagdo do meio
reacional com a utilizacdo de acido fosforico e a temperatura da reacdo, que é ambiente (em
torno de 25°C) e a temperatura controlada do meio reacional (40°C), com todas as
formulacGes descritas na Tabela 7. A seguir serdo apresentados os resultados da variagdo da
formulacdo das espumas conforme Tabela 7, sendo 4 formulagdes distintas e em cada
formulacdo com a adicdo de 4 diferentes volumes de solucdo de glutaraldeido, totalizando 16
espumas produzidas para esta avaliacao.

Os resultados visuais estdo apresentados em 5.2, em que a uniformidade de poros,
colapso de estrutura foram observados para estas 4 formulacGes distintas, com todas as

espumas tendo a participacao do glutaraldeido no meio reacional.
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5.2 SINTESE DO POLIURETANO (PU): efeito da adicio de glicerina, &cido
fosforico e temperatura.

Os efeitos da incorporacédo de glicerina e &cido fosforico, bem como da temperatura,
sobre as propriedades estruturais dos poliuretanos foram avaliados empregando com base a
razdo volumétrica poliol:isocianato de 7:3. As condicdes avaliadas encontram-se descritas na
Tabela 7, e as espumas obtidas para cada condi¢do encontram-se apresentadas nas Figuras 27
a 30.

Figura 27: EPU's sintetizadas empregando uma razdo volumétrica poliol:isocianato de 7:3
(Grupo a — Tabela 7) acrescido de diferentes volumes de glutaraldeido 50% (m/v) (a) 0,5 mL,
(b) 1,0 mL, (c) 1,5mL e (d) 2,0 mL.

Fonte: O Autor.

Figura 28: EPU's sintetizadas empregando uma razdo volumeétrica poliol:isocianato de 7:3
(Grupo b — Tabela 7) acrescido de glicerina e glutaraldeido 50% (m/v) em volumes iguais (a)
0,5mL, (b) 1,0 mL, (c) 1,5 mLe (d) 2,0 mL.

Fonte: O Autor.
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Quando comparamos as espumas obtidas sem e com glicerina (Figuras 27 e 28,
respectivamente) observamos um efeito positivo da glicerina em relacdo a uniformidade do
tamanho de poros, principalmente para as espumas sintetizadas empregando 0S menores

volumes (0,5 e 1,0 mL) de glutaraldeido.

Figura 29: EPU's sintetizadas empregando uma razdo volumétrica poliol:isocianato de 7:3
(Grupo ¢ — Tabela 7) acrescido de glicerina e glutaraldeido 50% (m/v) em volumes iguais,
acidificado, (a) 0,5 mL, (b) 1,0 mL, (c) 1,5 mL e (d) 2,0 mL. Temp. (23 - 25°C).

Fonte: O Autor.

Figura 30: EPU's sintetizadas empregando uma razdo volumétrica poliol:isocianato de 7:3
(Grupo d — Tabela 7) acrescido de glicerina e glutaraldeido em volumes iguais, acidificado,
(@) 0,5mL, (b) 1,0 mL, (c) 1,5 mL e (d) 2,0 mL. Temp. de 40°C.

Fonte: O Autor.

Outra caracteristica observada, mas que ndo se demonstra nitida entre as Figuras, foi
a compactacdo das espumas, com as EPU geradas na presenca de glicerina apresentando uma
altura aproximadamente 50% inferior a observada para as EPU's sintetizadas na auséncia de
glicerina, indicando uma contra¢do na expansao das mesmas, a qual veio acompanhado de
uma melhor distribui¢éo dos poros e maleabilidade.

Ambos os efeitos, muito provavelmente estdo vinculados ao efeito de reticulagdo que
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a glicerina, por ser um mondmero com maior funcionalidade (no caso 3 hidroxilas) que o
poliol (no caso 2) proporciona na reacdo de polimerizacdo, melhorando as propriedades
mecénicas e a distribuicdo uniforme das células da espuma produzida (MICHAELI et al.,
1995; MANO; MENDES, 1999).

A fim de investigar possiveis melhoras na producdo de EPU's em relacdo a
distribuicdo uniforme de tamanho de poros, pode-se utilizar a lecitina de soja no meio
reacional, visto que a mesma apresenta poder emulsificante (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010), pelo fato que que o isocianato, poliol e 4gua formam uma emulséo, e a
estabilidade desta pode ser um fator importante para a formacdo de uma espuma com boa
uniformidade de tamanho de poros.

Em relacdo a pH do meio, a adicdo do &cido fosférico ao meio glicerinado que foi
conduzida a sintese de espumas (Figuras 29 e 30) mais expandidas (maiores) em relacdo as
sintetizadas sem a presenca do mesmo (Figura 28), porém mantendo as mesmas
caracteristicas visuais em termos de distribui¢do e uniformizacao dos poros e, maleabilidade.
Este fato pode ser explicado pela velocidade de reagdo entre os reagentes principais do
suporte (isocianato, poliol e agua) ser catalisada pelo ions H* gerados no meio pela adicéo de
H3PO,.

Para a temperatura, visualmente observa-se um efeito negativo da mesma, com
algumas EPU's sintetizadas a 40°C (Figura 30) apresentando regides com diferentes tamanhos
de poros, algumas simulando uma regido colapsada, o que ser justificado pela rapida expansédo
do CO, formado na reacdo sem o tempo necessario para a cria¢do da célula, criando regides
com grandes poros e diminuindo a area de contato do suporte com o meio, piorando um
parametro importante para a producdo de um suporte conforme revisao bibliogréfica (3.3).

As EPU's sintetizadas em meio &cido, seja a temperatura ambiente ou a 40°C (grupos
c e d — Tabela 7), caracterizam-se pelo realce da coloracéo alaranjada, principalmente para os
maiores volumes de glutaraldeido, sugerindo que ocorre uma reacdo quimica entre o
glutaraldeido e o suporte, com maior detalhamento no item 5.4 em que Se observa os efeitos
da adicéo do glutaraldeido na coloragédo da espuma.

Apobs a sintese as espumas foram caracterizadas quanto a presenca de grupos
carbonila pelo teste de Schiff, onde todas deram resultado positivo (Figura 26), o que esta
coerente com as condicdes de sintese, uma vez que em todos o0s ensaios o glutaraldeido se fez

presente.
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5.3 ENSAIOS DE LIXIVIACAO

Para verificar se o glutaraldeido ficou ancorado quimicamente ou ndo foram
conduzidos ensaios de lixiviagdo, lavando a espuma com &gua destilada. Lavou-se 0s suportes
por duas vezes cada com 60 mL &gua destilada para 1 g de EPU conforme descrito em 4.2.1.3,
as quais foram caracterizadas frente ao reativo de Fehling, empregado para a identificacdo de
grupos aldeidos, e quanto ao teor de Carbono organico total (COT).

Em relacéo ao teste de Fehling, como o mesmo conduz a formacéo de um precipitado
de oxido cuproso (Cu,0), o qual foram empregados como critério qualitativo da lixiviacao de
glutaraldeido, sua quantidade gerada foi empregada como critério semi-quantitativo para
estipular a lixiviacdo de glutaraldeido do suporte. Para tanto estipulou-se um padrdo empirico,
cuja resposta pode ser pouco, médio ou muito precipitado, como ilustrado na Figura 31, assim
como a coloracdo da solugédo de Felhing em fungéo da reacdo de oxirreducdo no processo de
analise que alteram a cor comecando de azul e terminando em verde, como ilustrado na

Figura 32.

Figura 31: Padrdo visual empirico para identificacdo semi-quantitativa de glutaraldeido
lixiviado mediante Teste de Felhing: (a) pouco precipitado, (b) médio precipitado e (c) muito
precipitado.

Fonte: O Autor.

Os resultados referentes aos testes qualitativos e semi-quantitativos frente ao reagente
de Fehling, bem como os valores de COT, obtidos para as duas aguas de lavagens encontram-

se apresentados nas Tabelas 10 e 11.
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Figura 32: Padrdo visual para o Teste de Felhing — cor da agua de lavagem de suporte,
respectivamente (a) azul e (b) verde.

Fonte: O Autor.

Para o teste qualitativo, 0 Unico que apresentou resposta negativa nas aguas de
lavagem, indicando que ndo houve lixiviacdo de glutaraldeido da espuma foi o primeiro
ensaio, conduzido somente com poliol e isocianato, empregando a menor quantidade de
glutaraldeido, ou seja, 0,5 mL da solucéo a 50%.

Esta tendéncia foi vinculada a baixa quantidade de glutaraldeido empregada no
ensaio e a auséncia de glicerina, a qual por ser um poliol com 3 grupos reativos (OH), quando
presente (nos demais ensaios) compete com o glutaraldeido pelos sitios reativos do isocianato,
minimizando seu ancoramento ao suporte.

Em relacdo a quantidade de precipitado formado observa-se visualmente para todas
as condi¢Oes avaliadas um aumento gradual da quantidade de precipitado formado em funcéo
do volume de glutaraldeido adicionado ao meio reacional, com a maior quantidade observada
para 2,0 mL de glutaraldeido. Esta tendéncia indica que a quantidade de glutaraldeido
lixiviado do suporte aumenta proporcionalmente com o aumento do volume de glutaraldeido
adicionado nos ensaios de sintese.

Esta tendéncia era esperada, uma vez que o aumento da quantidade de glutaraldeido
oferecida se deu empregando os mesmos volumes base para a sintese do poliuretano. Além
disso, paralelamente a quantidade de glutaraldeido foi acrescentada a glicerina, a qual
demonstrou pelos resultados iniciais, com 0,5 mL de glutaraldeido, das duas primeiras
formulagcbes (Grupos a e b — Tabela 7), que a mesma apresenta um efeito positivo para a
lixiviacdo de glutaraldeido do suporte, ou seja, que de certa forma a glicerina atua juntamento
com o suporte, minimizando a lixiviagdo do glutaraldeido. Em relacdo aos resultados de
carbono organico total (COT) presente nas aguas de lavagem, sua vinculacdo a quantidade de
glutaraldeido lixiviacdo do suporte foi obtida mediante uma curva de calibracdo construida

relacionando concentracao de glutaraldeido versus COT (Figura 20).
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Tabela 10: Identificacdo de glutaraldeido lixiviado empregando o Teste de Fehling.

. . Teste Qualitativo
Formulagéo da espuma — Cadigo da o )
Precipitado — Figura 31
Tabela 7 (Grupos a, b, c, d) Espuma
12 LAVAGEM | 22 LAVAGEM
a.l - -
Poliol (7 mL) a2 _ o
a
Isocianato (3 mL) a.3 + 4+ + 4+
a4 +++ ++ +
b.1 + +
Poliol (7 mL)
b.2 + + ++
b Isocianato (3 mL+ Vi)
. b.3 ++ ++
Glicerina (V>)
b.4 +++ +++
Poliol (7 mL) c.l ++ ++
Isocianato (3 mL+ Vi) c.2 ++ ++
C
Glicerina (V>) c.3 ++ + +++
Meio acidificado (23 — 25°C) c.4 +++ +++
Poliol (7 mL) d.l ++ ++
g Isocianato (3 mL+ V) d.2 + + ++
Glicerina (Vo) d.3 ++ 4+ ++ +
Meio acidificado (40°C) d.4 +++ + 4+

Nota: No campo cddigo, para todas as formulacBes das espumas produzidas para
imobilizacdo, em que 1 =05 mL; 2 =10 mL; 3 =15 mL e 4 = 2,0 mL de solucdo de
glutaraldeido 50% (m/v).

V1 = Volume adicionado da solucdo de glutaraldeido (0,5 — 2,0 mL) conforme cddigo da

espuma.

V, = Volume glicerina é igual ao volume da solugdo de glutaraldeido 50% (m/v) (0,5 — 2,0
mL).

No campo Formacéo de Precipitado — Figura 31.:

- corresponde & resposta Negativa ou ndo visualizagdo de precipitado
+ corresponde a Pouco Precipitado — Figura 31 (a).

+ + corresponde a Médio Precipitado — Figura 31 (b).

+ + + corresponde a Muito Precipitado — Figura 31 (c).

Fonte: O Autor.
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Ha no processo de sintese outros compostos além do glutaraldeido, como glicerina e
o0 préprio poliol, que podem lixiviar da estrutura da espuma durante a etapa de lavagem, para
cada condicdo avaliada foi sintetizada uma espuma em paralelo sem a presenca de
glutaraldeido, a qual foi denominada de branco (Tabela 8). Com os valores de COT's obtidos
para estas amostras, e descontados dos valores obtidos para as aguas de lavagens das espumas
sintetizadas com glutaraldeido, antes de fazer a transformacdo de COT para glutaraldeido
através da Equacdo conforme método descrito e 4.2.1.6. Com base na massa de glutaraldeido
oferecida na sintese em funcdo do volume adicionado e com a quantidade lixiviada estimada,

foi possivel estipular a quantidade incorporada no suporte (Tabela 11).

Tabela 11: Valores de glutaraldeido lixiviado empregando com resposta os valores de COT,
bem como o rendimento de incorporagéo.

Glutaraldeido Lixiviado Glutaraldeido
B Glutaraldeido (mg) — Equacéo 1 Incorporado
Formulacgéo da espuma — Tabela 7 Di .
isponivel para 7a
(Grupos a, b, c, d) Suporte (Mg) 12 .
LAVAGEM LAVI\':‘GE (mg) (%)
a.1-250 41,5 - 208,5 83,4 %
| Poliol (7:mL) a.2—500 114,9 - 3851 | 77.0%
Isocianato (3 mL) a.3—750 334,2 3,4 412,4 55,0 %
a.4—-1000 430,1 8,2 561,7 56,2 %
. b.1-250 22,8 - 227,2 90,9 %
Poliol (7 mL)
. b.2 - 500 29,5 - 470,5 94,1 %
b |lsocianato (3 mL+ V)
— _ 0
Glicerina (V) b.3-750 52,7 697,3 93,0%
b.4 - 1000 190,9 - 809,1 80,9 %
Poliol (7 mL) c.1-250 63,6 - 186,4 74,6 %
Isocianato (3 mL+ V) c.2-500 169,4 - 330,6 66,1 %
c
Glicerina (V,) c.3-750 315,1 - 434,9 58,0 %
Meio acidificado (23 — 25°C) c.4—1000 4295 - 5705 | 57,1%
Poliol (7 mL) d.1-250 66,8 - 183,2 73,3 %
q Isocianato (3 mL+ V) d.2 - 500 17,6 - 482,4 96,5 %
Glicerina (V) d.3-750 317,3 - 4324 57,7 %
Meio acidificado (40°C) d.4 — 1000 493,7 - 506,3 | 50,6 %

Nota: No campo codigo, para todas as formulagGes das espumas produzidas para imobilizagdo, em que 1 = 0,5
mL; 2=10mL; 3=15mL e 4 =2,0 mL de solugdo de glutaraldeido 50% (m/v), equivalente as massas
iniciais de 250 mg, 500 mg, 750 mg e 1.000 mg respectivamente.

V1 = Volume adicionado da solucéo de glutaraldeido (0,5 — 2,0 mL) conforme codigo da espuma.

V, = Volume glicerina é igual ao volume da solucédo de glutaraldeido 50% (m/v) (0,5 — 2,0 mL).

— Resultados de COT inferiores aos brancos descritos na Tabela 8 do item 4.2.1.6.

Fonte: O Autor.
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Todas as formulacdes de suporte (Tabela 11) avaliadas apresentaram uma mesma
tendéncia, aumentando a quantidade de glutaraldeido lixiviado em funcdo do volume
oferecido na etapa de sintese, 0 que esta coerente com a tendéncia apresentada para 0s
resultados semi-quantitativos no teste de Fehling.

Em relacdo a quantidade de glutaraldeido incorporada, observa-se para todas as
condicdes base avaliadas uma relacdo entre a quantidade de glutaraldeido incorporado com o
aumento da quantidade oferecida na etapa de sintese, mesmo ocorrendo uma maior lixiviagao.

Entre as condicdes testadas conforme Tabela 11, a conduzida somente com glicerina
(Tabela 11 — grupo b) foi a que apresentou as maiores quantidades de glutaraldeido
incorporado. Esta tendéncia pode estar relacionada a melhor compactacao da espuma (Figura
28), minimizando perdas por lixiviagdo, uma vez que para esta condigdo o tamanho da
espuma gerado foi aproximadamente 50% inferior as demais condicdes base testadas.

As espumas sintetizadas na presenca de &cido (Tabela 11 — grupos c e d),
apresentaram resultados de incorporacdo de glutaraldeido no suporte similares entre sim, os
quais sdo intermediarias as outras duas condicOes testadas (Tabela 11 — grupos a e b). A
presenca do acido sugere uma diminuigdo parcial da quantidade de glutaraldeido incorporado
em relacdo a base glicerinada sem acido (Tabela 11 — grupo b), porém superior a sem
glicerina (Tabela 11 — grupo a).

Em termos a incorporacdo do glutaraldeido ao suporte, diferentes rotas reacionais sao
possiveis. Para uma melhor compreensdo devemos entender como o glutaraldeido se
comporta quimicamente.

O glutaraldeido precisa de nucleofilos para reac6es de adi¢do nucleofilica no carbono
da carbonila assim como o isocianato, portanto podemos concluir que aldeidos ndo reagem
com isocianatos por apresentarem a mesma caracteristica de carga negativa em reacdes. Ele
pode reagir com alcool (com possivel formacao de hemiacetal) e com a amina secundaria que
esta presente no grupo uretano da formagao do PU. Os compostos carbonilados que contém ao
menos um hidrogénio o reagem com aminas secundarias com perda de agua para formar
compostos conhecidos como enaminas, 0s quais contém um nitrogénio basico diretamente
ligado a um carbono olefinico (RiINCR=CR;). Ambas as reacGes sdo catalisadas em meio
acido, e neste trabalho foi escolhido o &cido fosforico para a reacdo, porém poderia ter
escolhido outro acido inorgénico, como o HCI ou H,SO, (ALLINGER, 1980; MORRISON;
BOYD, 2011; VOLLHARDT; SCHORE, 2014).

A coloragdo amarelada/laranja das espumas sintetizadas, as quais apresentam uma
tendéncia de aumento da intensidade desta coloragdo como aumento da quantidade da
glutaraldeido (Figura 33) sugerem que o glutaraldeido encontra-se quimicamente ligado a
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estrutura da espuma, e que esta interacdo ocorre pela reacdo entre o nitrogénio do grupo
uretano e a carbonila do glutaraldeido em um mecanismo analogo ao da Reacdo de Maillard,
empregado para explicar o escurecimento dos alimentos, cuja cor varia em func¢éo do tempo.

Neste sentido acompanhou-se a evolucdo da cor das espumas sintetizadas com
diferentes volumes de glutaraldeido por um periodo de 81 dias. Escolheu-se como formulacéo
para producdo da espuma glicerinada em meio acido a temperatura ambiente (Tabela 11 —
grupo c), por ter apresentado além da cor mais acentuada logo apds a sintese, uma boa
incorporagdo e estrutura conformacional homogénea, em relagéo a sintetizada a 40°C (Tabela
11 — grupo d).

5.4 ENSAIOS NO COLORIMETRO: efeito do glutaraldeido no suporte

O aspecto visual das espumas no primeiro dia de sintese a ap6s 81 dias de

armazenamento encontram-se apresentados na Figura 33.

Figura 33: Cor das espumas sintetizadas com diferentes volumes de glutaraldeido a 50%
(m/v) no dia 0 ((a) controle (0,0 mL), (b) 0,5 mL, (c) 1,0 mL, (d) 1,5 mL e (e) 2,0 mL) e no
dia 81 ((f) controle (0,0 mL), (g) 0,5 mL, (h) 1,0 mL, (i) 1,5 mL e (j) 2,0 mL).

Fonte: O Autor.

A variacdo da cor total (AE), da luminosidade (L*), dos parametros (a) e (b) em
funcdo do tempo de armazenamento por um periodo de 81 dias encontram-se apresentadas nas

Figuras 34, 35, 36 e 37, respectivamente.
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Figura 34: Variacdo de cor total (AE) durante armazenamento das espumas.
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Fonte: O Autor.

Figura 35: Variacdo de luminosidade (L*) total durante armazenamento das espumas.
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Fonte: O Autor.

Visualmente observa-se um aumento da intensidade amarela/laranja com a
quantidade de glutaraldeido empregada na sintese do suporte ao longo do tempo de
armazenamento, como efeito sinérgico das evolucbes dos parametros a* (Figura 36) e b*

(Figura 37) das espumas medidas atraves do colorimetro, que representam tendéncia ao
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vermelho e tendéncia ao amarelo respectivamente.

Figura 36: Variacdo do parametro (a*) durante armazenamento das espumas.
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Fonte: O Autor.
Figura 37: Variacdo do parametro (b*) total durante armazenamento das espumas.
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Fonte: O Autor.

Com excecdo da luminosidade (L* - Figura 35), cujos resultados ndo apresentaram
uma tendéncia plausivel de interpretacdo, as demais varidveis acompanhadas

colorimetricamente (AE - Figura 34), (a* - Figura 36) e (b* - Figura 37) apresentaram
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tendéncias coerentes e que corroboram da os resultados visuais apresentados pelas espumas
apos a sintese e durante ao armazenamento.

O problema de interpretacdo dos dados de luminosidade pode ser explicada pelo fato
que o suporte é uma superficie irregular e porosa (Figura 33) e o teste mede a luz refletida
pela superficie da amostra, entdo a propria superficie pode ndo estar sendo irradiada no
mesmo ponto e pela caracteristica porosa do suporte, tem-se a possibilidade de em uma
andlise irradiar a estrutura do poro e em outra analise o poro ser irradiado, que por
consequéncia estas duas superficies refletirem quantidades diversas de luz, o que é
apresentado na Figura 33 pela grande dispersao dos dados de luminosidade.

A cor total AE (Figura 34) apresentou um aumento significativo na sua variacao em
funcdo da quantidade de glutaraldeido acrescentada na sintese e com o tempo de
armazenamento, estando coerente com 0 escurecimento observado visualmente (Figura 33)
em todas as amostras (exceto o controle).

Para o parametro a* (Figura 36) observa-se um aumento da tonalidade vermelha ao
longo do tempo e em funcgdo da adicdo de glutaraldeido, sendo que o controle permaneceu
relativamente estavel. A mesma tendéncia foi observada para a variagdo do pardmetro b*
(Figura 37), o qual esta vinculado a tonalidade amarela. Ambas as tendéncias apresentadas
para as tonalidades vermelha e amarela estdo coerentes com a variagdo da cor total, ou seja,
com o escurecimento observado para espuma em funcdo da adicdo do glutaraldeido e do
tempo de armazenamento.

Somando os dois efeitos (parametros a* e b), tem-se uma diferenciacdo de cor mais
acentuada para laranja com o aumento de utilizacdo de glutaraldeido, o que esta coerente com
aumento do valor de AE total observado na Figura 34.

Esta evolugdo observada para a cor, tanto visualmente quanto instrumentalmente,
sugere que o mecanismo de incorporacdo do glutaraldeido ao suporte de poliuretano é uma
reacdo quimica com caracteristicas similares ao do escurecimento ndo enzimatico de
alimentos (Reacdo de Maillard), processo esse que resulta no escurecimento dos alimentos,
principalmente sob aguecimento, que no caso em questdo seria proporcionado carater
exotérmico da reacdo de polimerizagdo do PU (VILAR, 1999).

Neste caso o glutaraldeido (agente de ligacdo entre suporte e enzima) apresentaria
um comportamento de um acgucar redutor (pelo fornecimento da carbonila), reagindo com a
amina secundaria do suporte de poliuretano, a qual simularia uma proteina (ao fornecer o
nitrogénio de uma amina secundéria) para a realizacdo da Reacdo de Maillard, mecanismo de
escurecimento ndo enzimatico.

Cabe destacar que a tendéncia observada para a cor foi similar a de uma reacgdo de
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Maillard, onde condi¢cdes como temperatura, tempo de estocagem, concentracdo do agucar
redutor e acidez do meio reacional influenciam na coloragdo (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

O glutaraldeido precisa de nucledfilos para reacdes de adi¢éo nucleofilica no carbono
da carbonila, assim como o isocianato (ALLINGER, 1980). Ent&o se conclui que aldeidos nédo
reagem com isocianatos diretamente, e neste caso, 0 glutaraldeido poderia reagir com o
nitrogénio do isocianato apds a formagdo do grupamento uretano pela reacdo de
polimerizagéo.

A possivel reacdo quimica entre o glutaraldeido e o suporte é de uma reacao entre
aldeido e amina secundaria (com formacdo de enaminas) sob determinadas condicdes
(VOLLHARDT; SCHORE, 2014). O grupo uretano resultado da rea¢do entre o isocianato e 0

poliol apresenta uma estrutura similar aos de uma amina secundaria (Figura 38).

Figura 38: Comparacdo de estrutura grupo uretano e amina secundéria.

N
: R” : "H
0 . O = Rr

Grupo uretano . .
P Amina secundaria

Fonte: adaptado de (MORRISON; BOYD, 2011).

Os compostos carbonilados que contém ao menos um hidrogénio o reagem com
aminas secundarias com perda de agua para formar compostos conhecidos como enaminas
(Figura 39), os quais contém um nitrogénio basico diretamente ligado a um carbono olefinico
(RiINCR=CR), com a reacdo sendo catalisada pela presenca de &cidos. (ALLINGER, 1980;
MORRISON; BOYD, 2011; VOLLHARDT; SCHORE, 2014). A formacdo de enamina
(Figura 39) € a reacdo entre aldeido representado pelo glutaraldeido e amina secundaria

representada pelo grupo uretano, com mecanismo descrito nas Figuras 40 e 41.

Figura 39: Formagéo da enamina.
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Fonte: adaptado de (MORRISON; BOYD, 2011).
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Figura 40: Protonacéo da carbonila em meio acido.
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Fonte: adaptado de (MORRISON; BOYD, 2011).

Figura 41: Ataque nucleofilico da amina secundaria seguido de perda de agua.
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Fonte: adaptado de (MORRISON; BOYD, 2011).

A reacdo descrita na Figura 40 é catalisada em meio acido, que promove a protonagao
do grupo aldeido (Figura 41) e promove o deslocamento do equilibrio quimico para produtos
(incorporacao do glutaraldeido na estrutura do suporte), a qual o glutaraldeido (representado
pela cetona na Figura 41) é atacado nucleofilicamente pela amina secundaria (que representa
0 suporte na Figura 41), seguido de eliminacdo de agua (VOLLHARDT; SCHORE, 2014).
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O mecanismo descrito € similar ao da Reacdo de Maillard (base de Schiff) que
conduz ao escurecimento ndo enzimatico de alimentos sob aquecimento, diferindo em relacédo
a amina reativa (primaria na reacdo de Maillard e secundaria no mecanismo proposto).

A incorporacdo do glutaraldeido na estrutura do suporte é similar a da reacdo do
glutaraldeido para a imobilizacdo por ligacdo covalente (3.2.1.7) com a enzima (representada
pela lipase), com apenas alteracdo na posicéo da insaturacéo.

Quando uma amina priméria (enzima — lipase) reage com aldeido (glutaraldeido), a
imina protonada perde um préton do nitrogénio na Ultima etapa da reagdo, produzindo uma
dupla ligacdo (N=C), denominada base de Schiff (Figura 8). No entanto, quando uma amina
secundaria (como as presentes na espuma de poliuretano — Figura 38) reage com aldeido, o
nitrogénio carregado positivamente ndo esta ligado ao hidrogénio, entdo a molécula neutra é
produzida pela perda de um préton do carbono o, produzindo uma dupla ligagdo (C=C)
(Figura 41 d) (ALLINGER, 1980; MORRISON; BOYD, 2011; VOLLHARDT; SCHORE,
2014).

Além disto, sendo o grupo carbonila presente no glutaraldeido muito reativo, o
mesmo pode realizar reacdes de ligacdo cruzada na estrutura do PU, conduzido a suportes
mais rigidos e compactos (VILAR, 1999), porém menos funcionalizados, pois neste caso ndo
haveria aldeidos reativos livres para a reacdo de imobilizacdo por ligacdo covalente com a
enzima, reduzindo a atividade do suporte pela menor densidade de grupos reativos presentes
no suporte.

Com a definicdo da quantidade de glutaraldeido presente no meio reacional que é de
1,0 mL de solucdo de glutaraldeido, conforme discussdo em 5.3 sobre ensaios de lixivia¢do
foram produzidas espumas com quatro formulagdes distintas conforme Tabela 11 (grupos a,
b, ¢ e d), que serdo denominadas de espumas a.2, b.2, c.2 e d.2. A fim de avaliar qual serd o
suporte a ser utilizado para o processo de imobilizacdo por ligacdo covalente e sequencia
deste trabalho, cada amostra (espumas a.2, b.2, c.2 e d.2) foram conduzidas em ensaios de

imobilizagéo de lipase com resultados em 5.5.

5.5 AVALIACAO DOS DIFERENTES SUPORTES PARA IMOBILIZACAO
DA ENZIMA

Para os ensaios preliminares de imobiliza¢do a condicdo escolhida para cada suporte
base foi a sintetizada empregando 1,0 mL de solugdo de glutaraldeido 50% (m/v). Esta
condicéo foi escolhida por ser a que apresentou os valores similares em relacdo a quantidade

de glutaraldeido incorporada aos 4 grupos de espumas desenvolvidas, com as massas variando
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entre 330 e 482 mg (Tabelall), sendo para a espuma a.2 uma massa de 3851 mg de
glutaraldeido incorporado, a espuma b.2 apresenta 470,5 mg de glutaraldeido, a espuma c.2
ficou com uma massa de 330,6 mg de glutaraldeido e a espuma d.2 adquiriu 482,4 mg de
glutaraldeido em sua estrutura.

A Tabela 12 apresenta os resultados experimentais referente a imobilizacdo da
enzima (lipase) nas quatro formulacGes testadas, com as condi¢cdes experimentais de
imobilizagdo da lipase descritas em 4.2.2.1, com o0 objetivo de escolher a formulagdo da
espuma para imobilizagdo por ligagdo covalente. A atividade inicial disponibilizada (enzima

livre na solucdo-mae conforme item 4.2.2) para todos os ensaios foi de 571,5 U.

Tabela 12: Otimizacdo da formulacdo da espuma para imobilizacdo enzimatica.

ESPUMA Massa Atividade Enzimética — Equacéo (4) —4.2.2.1 .

Tabela1l | Espuma (9) Especifica (U / g) Total (U) RO
a.2 1,010 438,1 4425 77,4 %
b.2 1,022 528,6 540,2 94,5 %
c.2 1,009 809,7 817,1 142,9 %
d.2 1,054 696,3 7339 128,4 %

RI = Rendimento de Imobilizagdo (Total Atividade / Atividade Disponibilizada) x 100

Fonte: O Autor.

A espuma produzida com apenas glutaraldeido (Tabela 11 — a.2) no meio reacional
teve o menor rendimento de imobilizacdo, visto que as reacBes com aldeidos para a
incorporacgdo do glutaraldeido a espuma séo reacdes de equilibrio (conforme discussao sobre a
alteracdo de cor do suporte em 5.4 através das Figuras 39, 40 e 41) e ndo ha nenhum
elemento que possa deslocar o equilibrio para o sentido da incorporagdo do glutaraldeido a
espuma (no caso uso de catalise &cida). Mesmo o glutaraldeido sendo uma molécula reativa,
dentro do meio reacional ela € menos reativa do que o isocianato que apresenta 0 mesmo
mecanismo reacional (VOLLHARDT,; SCHORE, 2014). Mesmo com uma massa de
glutaraldeido incorporado ao suporte (Tabela 11) para a espuma a.2 (385,1 mg) ser superior
ao observado na espuma c.2 (330,6 mg), a espuma a.2 apresentou um rendimento de
imobilizacdo quase a metade da espuma c.2, que teve a adi¢do de acido no meio reacional.
Conclui-se entdo para a espuma a.2 que o glutaraldeido incorporado em sua estrutura nao

estava igualmente disponivel para a imobilizacdo da lipase por ligagdo covalente em
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comparagao com a espuma c.2.

A espuma que foi produzida com solucdo de glutaraldeido e glicerina (b.2), apresentou
melhora na atividade do suporte em comparagdo com a espuma a.2, provavelmente devido as
mudancas conformacionais proporcionadas pela glicerina no suporte, um monomero com trés
funcionalidades que possibilita a reticulacdo do polimero (ALLINGER, 1980). Sua presenca
pode estar possibilitando a producdo de hemiacetais com duas hidroxilas, 0os quais poderiam
continuar a reacdo de polimerizacdo e com isso favorecer a incorporacdo do glutaraldeido.
Além do que estas espumas apresentaram-se com mais efeitos de reticulagdo do que as
espumas produzidas com apenas poliol e isocianato, o que pode ter melhorado a distribuicéo
dos tamanhos das células e com isso aumentar area de contato por unidade de volume e, por
consequéncia, atividade enzimatica .

Com a adicdo de acido inorganico (HsPO,) na etapa de sintese dos suportes observa-se
as melhores atividades dos imobilizados e rendimentos de imobilizacdo, com duas espumas
(c.2 e d.2) conduzindo a imobilizados com as maiores atividades do sistema suporte/enzima,
com valores de atividade enzimatica iguais a 817,1 U/g e 733,9 U/g, respectivamente (Tabela
12). Entre estes suportes (c.2 e d.2) o sintetizado a temperatura ambiente (23 — 25°C) (c.2),
com atividade de 817,1 U/g, obteve a maior atividade, sugerindo que a temperatura na etapa
de sintese da espuma afeta negativamente nas caracteristicas do suporte.

A acidificacdo do meio favorece tanto a producdo de hemiacetais, quanto a reacao
entre o aldeido e uma amina secundéria para formacao de enaminas (Figura 39). Além disto, a
sintese em meio acido conduziu a espumas mais expandidas possibilitando uma melhora no
sistema de difusdo do substrato até os sitios ativos da espuma. Em paralelo a isso, tem-se 0
efeito sinérgico da utilizacdo de glicerina nas espumas que melhorou a distribuicdo de
tamanho de poros por causa da reticulagdo do suporte aumentando a area de contato da
espuma, o0 que justificaria 0 aumento da atividade do imobilizado.

Buscando a otimizagdo do processo de imobilizacdo por ligagédo covalente foram
conduzidos novos ensaios de imobilizagcdo, variando tempo de contato do suporte com
solugdo contendo lipase, temperatura e pH, conforme planejamento experimental em 4.2.2.
Para estes ensaios empregou-se como suporte o sintetizado em meio acido a temperatura
ambiente (Tabela 12 — c.2), visto que foi o suporte que apresentou a maior atividade

enzimatica, com valor igual a 817,1 U/g.
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5.6 OTIMIZACAO DE PARAMETROS E CINETICA DE IMOBILIZACAO

Para a otimizacdo do processo de imobilizacdo foi conduzido um planejamento
experimental (4.2.2), cujas variaveis foram temperatura e pH.

Previamente foi conduzido um estudo cinético com a condi¢cdo teoricamente mais
desfavoravel, ou seja pH 6 e temperatura de 20 °C. A desprotonacdo de aminoacidos &
condicgéo essencial para que ocorra imobilizagdo por ligacdo covalente e ocorre quando o pH
do meio € superior ao ponto isoelétrico (PI) deste aminoacido. Em em pH 6 ha menor
quantidade de aminoacidos desprotonados em relacéo as outras duas condi¢Ges experimentais
(pH 8 e pH 10) (Tabela 17), caracterizando entdo para a alcalinidade do meio reacional o pH 6
condicdo como a menos favoravel para imobilizacdo enzimética. A velocidade de reacbes
quimicas é reduzida em funcdo da reducdo da temperatura, portanto como a condicdo de
temperatura de 20°C é a menor de todas do planejamento experimental (40 e 60°C), sugerindo
que para esta temperatura o0 processo de imobilizacdo por ligacdo covalente apresentaria as
menores taxas de reacao de Schiff.

A evolucdo da atividade do meio reacional (solucdo-mée conforme descrito em 4.2.2)
em funcdo do tempo é apresentada na Figura 42, em que a queda da atividade do meio
observada ao longo do tempo pode ser relacionada ao processo de imobilizacdo por ligacao
covalente, ou seja, a lipase que estava livre inicialmente na solucdo-méde com um dos seus
aminoacidos desprotonados e esta aminoacido apresentado alinhamento adequado com o
glutaraldeido do suporte para a realizacdo da reacdo de Schiff, ocorrendo assim a
transferéncia da enzima da solucdo-mée para o suporte. Os platds apresentados na Figura 42
nos intervalos de tempo (30 — 90 min e apds 150 — 180 min) apresentam o equilibrio entre a
taxa de imobilizagdo enzimatica e a dessor¢do da enzima pela hidrolise da ligacdo C=N
caracteristica da reacao de Schiff.

Observa-se uma diminuicdo da atividade do meio reacional com o tempo,
apresentando os melhores resultados entre 150 e 180 minutos reacionais, que € a maior
reducdo da atividade do meio, resultando em maior quantidade de lipase imobilizada no
suporte. Neste contexto, para o ensaio de otimizacdo da imobilizacdo estipulou-se o tempo de
contato em 160 minutos. As atividades dos imobilizados (U/g) obtidos apds 160 minutos de
reacionais, seguido de 3 lavagens com agua (1 g de suporte para 50 mL) estdo apresentadas na
Tabela 13.
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Figura 42: Atividade relativa da solucdo enzimatica em funcdo do tempo de contato com o

suporte para o processo de imobilizacdo conduzido com pH 6 a 20°C.
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Fonte: O Autor.
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Tabela 13: Valores reais e codificados para a resposta de atividade enzimatica dos
imobilizados apds 160 minutos reacionais.

Ensaios Variaveis Ati_v_idade do
pH (X1) Temperatura (°C) (X5) Imobilizado (U/g)

L 6 (-1) 20 (-1) 98,25

2 10 (1) 20 (-1) 559,62

3 6(-1) 60 (1) 196,50

4 10 (1) 60 (1) 445,67

> 8(0) 40 (0) 263,40

6 8(0) 40 (0) 294,06

! 8 (0) 40 (0) 237,51

Fonte: O Autor.

Utilizando a ferramenta de planejamento experimental e analise de superficie de

resposta (Figura 43) € possivel investigar a influéncia de determinadas variaveis em um

processo e a forma de interacdo entre estas variaveis, bem como obter o valor das variaveis

gue maximizem os resultados esperados.

Com os resultados experimentais (Tabela 13), a partir do planejamento fatorial, é

possivel ajustar os dados para obter um modelo linear que relacione a atividade enzimatica do

suporte (U/g) com os parametros estudados (temperatura e pH). E bom lembrar que o modelo
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obtido é empirico sendo aplicavel apenas em uma determinada regido estudada (Tabela 9). As
Tabelas 14, 15 e 16 apresentam respectivamente os dados de efeitos estimados, coeficientes
de regressdo e analise de variancia (ANOVA) para os dados experimentais a fim de otimizar o
processo de imobilizacdo por ligagdo covalente.

Tabela 14: Valores estimados para o processo de imobilizagdo por ligacdo covalente da lipase
com os dados experimentais da Tabela 13.

Effect Estimates; Var.: Atividade (U/g); R-sqr = 0,94647; Adj: 0,89295
(Spreadsheet2 2 factors, 1 Blocks, 7 Runs; MS Residual = 2592,762) DV:

Factor Atividade (U/g)
Effect Std. Err. t(3) p
Mean / Interc 299,287 19,24564 15,5509 0,000578
(1) pH (1L) 355,270 50,91917 6,9771 0,006043
(2) Temperatura (°C) (2L) -7,850 50,91917 -0,15417 0,887266
1L by 2L -106,100 50,91917 -2,08369 0,128548

Fonte: O Autor.

Tabela 15: Coeficiente de regressao para o processo de imobilizacdo por ligagcdo covalente da
lipase com os dados experimentais da Tabela 13.

Effect Estimates; Var.: Atividade (U/g); R-sqr = 0,94647; Adj: 0,89295
(Spreadsheet2 2 factors, 1 Blocks, 7 Runs; MS Residual = 2592,762) DV:

Factor Atividade (U/qg)
Effect Std. Err. t(3) p
Mean / Interc 299,287 19,24564 15,55091 0,000578
(1) pH (1L) 177,635 25,45959 6,97714 0,006043
(2) Temperatura (°C) (2L) -3,9250 25,45959 -0,15417 0,887266
1L by 2L -53,0500 25,45959 -2,08369 0,128548

Fonte: O Autor.

Tabela 16: Anéalise de variancia (ANOVA) para o processo de imobilizagdo por ligacéo
covalente da lipase com os dados experimentais da Tabela 13.

Effect Estimates; Var.. Atividade (U/g); R-sqr = 0,94647; Adj: 0,89295
(Spreadsheet?2 2 factors, 1 Blocks, 7 Runs; MS Residual = 2592,762) DV: Atividade
Factor (U/g)
SS df MS Feal Fan 5%
(1) pH (1L) 126216,7729 1 126216,8 33,04602 6,6079
Error 19097,1 5 3819,424 Fea ! Frap 5,0010
Total SS 145313,9 6

Fonte: O Autor.

Analisando as Tabelas 14 e 15, apenas o pH apresenta correlacao positiva na atividade
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do imobilizado, com a temperatura com correlacdo negativa em relacdo a atividade do
conjunto suporte enzima.

Os dados experimentais (Tabela 13) foram tratados estatisticamente e o modelo obtido
para a atividade da lipase imobilizada por ligacdo covalente em suporte de poliuretano
funcionalizado com glutaraldeido esta descrito na Equacdo 5, apresentando coeficiente de
determinacdo (R?) igual a 0,9319. Este dado quantifica a qualidade do ajustamento, pois
fornece uma medida da proporgdo da variacdo explicada pela equagdo de regressdo em
relagdo a variacdo total das respostas, com valores no intervalo entre 0 e 1 (RODRIGUES;
IEMMA, 2005).

Y = 299,287 + 177,635X, (5)
Sendo:
Y = Atividade do imobilizado (lipase imobilizada covalentemente a espuma) - (U/g);
X1 = Valor codificado para pH do meio para o processo de imobilizacdo por ligacdo covalente
[-1 (6); 0 (8); +1 (10)].

O teste F (Tabela 16) apresenta a razao entre 0 Fcaiculado € O Frabelado, SEMPre que esta
relacdo for maior que um a regressao € estatisticamente significativa havendo relacdo entre as
variaveis independentes (pH e/ou temperatura) e dependente (atividade do suporte). Para que
uma regressdo seja ndo apenas estatisticamente significativa, mas também atil para fins
preditivos, o valor da razdo deve ser no minimo maior que quatro (BARROS NETO et al.,
1996).

Neste caso 0 modelo apresentado na Equacdo 5 tem 93,2% das variacbes obtidas
explicadas pelo modelo e com um valor da razdo de Fcaculado PO Frabelado d€ 5,00; indicando
que o modelo além de ser estatisticamente significativo com 95% de confianca, pode ser
utilizado para fins preditivos (BARROS NETO et al., 1996).

A fim de melhor visualizagdo dos efeitos da pH do meio e da temperatura no processo
de imobilizacdo por ligagdo covalente foram construidas através de programa estatistico a
superficie de resposta e a curva de contorno (Figura 43), informando que com o aumento de
pH em que ocorre a imobilizacdo por ligacdo covalente ha aumento na atividade do suporte.
Enquanto para a temperatura ocorre dois efeitos distintos com a atividade do suporte em
funcdo do pH do meio em que ocorre 0 processo de imobilizacdo enzimatica pro ligacdo
covalente, o que pode justificar que para a analise estatistica a temperatura ndo se encontra no
modelo proposto.

Em relagdo a variavel pH observa-se um efeito positivo com relagdo a atividade do
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imobilizado (Figura 43 — a), independente da temperatura empregada nos ensaios de
imobilizacdo 20 ou 60 °C. Em ambas as temperaturas os imobilizados produzidos em pH 10,
por exemplo, apresentaram valores de atividade muito superiores (até 5 vezes maior) em
relacdo aos imobilizados gerados em pH 6 na mesma temperatura. Num contexto geral, a
atividade dos imobilizados (U/g) aumentou com o incremento de pH do meio nesta faixa
estuda. Os ensaios conduzidos em pH 10 apresentaram as maiores atividades (559,6 e 445,6
U/g a 20 e 60°C — Tabelal3), além de ter ocorrido aumento da atividade do suporte com uma

imobilizacdo em pH 8 em comparacdo com as atividades medidas para os imobilizados
produzidos em pH 6.

Figura 43: Superficie de Resposta (a) e Curva de Contorno (b) para a imobilizacdo por
ligacdo covalente da lipase em espuma de poliuretano funcionalizada com glutaraldeido.
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Fonte: O Autor.

Com a curva de contorno (Figura 43 — b) observou que a temperatura apresenta carater
anfétero em relacdo a atividade do suporte, entdo o efeito da temperatura depende da
alcalinidade do meio em que ocorre 0 processo de imobilizacdo por ligagdo covalente, o
imobilizado podendo ter aumento ou diminuicdo de sua atividade. Em pH 10, o aumento de
temperatura provocou uma reducgéo na atividade do suporte (559,62 U/g em 20°C para 445,67
U/g a 60°C — Tabela 13), enquanto que para pH 6, 0 aumento de temperatura provocou um
aumento na atividade do suporte (98,25 U/g em 20°C para 196,50 U/g a 60°C — Tabela 13).
Fato este que pode explicar o motivo para qual a temperatura ndo apresentou correlacéo
positiva na anélise estatistica (Tabelas 14 e 15).

Com o intuito de descrever as influéncias de temperatura e de pH no processo de

imobilizacdo por ligacdo covalente analisados estatisticamente com as Tabelas 14, 15 e 16 e
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pela Figura 43 é necessario o entendimento do processo de interacdo enzima e suporte atraves
da metodologia de ligacéo covalente.

Serdo abordados em separado as influéncias do meio (pH e temperatura), sendo
observado efeito positivo do pH em que ocorre a imobilizagcdo (aumento de pH promove
aumento de atividade do suporte) e o efeito anfétero que a temperatura teve neste processo
(em meio acido, com o aumento de temperatura houve aumento de atividade do suporte
enquanto em meio alcalino o aumento de temperatura promoveu reducdo na atividade do
imobilizado).

A multi interacdo entre enzima e suporte funcionalizado requer tempo para que ocorra
e para evitar a inativacdo da enzima ou a quebra da ligacdo é usual se utilizar no maximo
temperatura ambiente (em torno de 25°C). Estas multi interagdes podem melhorar a
estabilidade térmica e resisténcia quimica da enzima assim como podem reduzir a atividade
enzimatica pela ligacdo quimica de aminoacidos presentes no sitio catalitico ao suporte, sendo
esta resposta importante para definir as melhores condi¢bes de imobilizacdo, estando
relacionada com a desprotonagio de aminoacidos presentes na enzima (GUISAN et al., 1988;
BARBOSA et al., 2013)

A enzima somente pode realizar uma interacdo covalente com o suporte em pontos nos
quais estdo presentes aminoacidos desprotonados em funcdo do pH do meio reacional,
podendo ser do sitio catalitico ou ndo, com a formacdo de bases instaveis de Schiff (ligacdo
insaturada C=N), em se tratando de reacdes entre aldeidos (glutaraldeido) e aminas primarias
(aminoacidos). A base de Schiff pode sofrer reaces de hidrolise resultando em uma enzima
livre e perda de atividade do suporte, sendo esta reacdo promovida pelo aumento da
temperatura do meio reacional em que o processo de imobilizacdo esta submetido, tanto em
meio alcalino quanto em meio &cido pode ocorrer a reacdo de hidrolise da base de Schiff.
Discutiremos este duplo efeito da temperatura na atividade do suporte em funcdo da
alcalinidade do meio reacional, ou seja, os resultados efetivos da reacdo de hidrolise da base
de Schiff sobre a atividade do sistema espuma-enzima.

Em meio alcalino o efeito negativo da temperatura em relacéo a atividade do suporte
pode estar relacionada a diminuicdo da quantidade de ligacGes entre enzima e suporte, devido
a quebra das ligagdes entre enzima e suporte, diminuindo a densidade de enzimas no suporte
que tem sua medida indireta pela atividade do suporte, 0 que pode-se observar nas condic¢oes
de pH 10 (Tabela 13) com as temperaturas de 20 e 60°C, em que as atividades do suporte
eram de 559,62 e 445,67 U/g, respectivamente, com a quantidade de aminoacidos
desprotonados sendo a mesma pela mesma condi¢do de pH do meio. Fato este observado
através da superficie de resposta (Figura 43).
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O efeito positivo da temperatura em meio acido em relacdo a atividade do suporte
pode estar relacionada pela reducdo de ligacbes da enzima com o suporte que estejam
relacionadas ao seu sitio catalitico (Figura 44), deixando o sitio catalitico livre porém com
outros aminodacidos desprotonados ligados covalentemente com o suporte, resultando em
aumento da atividade do suporte. Fato este observado através da superficie de resposta
(Figura 43) e com os dados de atividade do suporte em pH 6 (Tabela 13) com as temperaturas
de 20 e 60°C, em que as atividades do suporte eram de 98,25 e 196,50 U/g, respectivamente,
com a quantidade de aminoacidos desprotonados sendo a mesma pela mesma condicao de pH
do meio. Fato este observado através da superficie de resposta (Figura 43).

Em relacdo ao pH, o0 mesmo interfere na protonacdo ou desprotonacédo dos residuos —
NH, dos aminoacidos. Cabe destacar que a forma desprotonada é a mais reativa para a reacao
de Schiff, responsavel pela imobilizagdo covalente da enzima com o suporte.

Neste contexto a principal propriedade dos aminoacidos é seu ponto isoelétrico (pl), o
qual corresponde ao pH onde a carga superficial é neutra. Em pH's inferiores ao pl ocorre a
protonacdo do aminoacido e em pH's superiores a desprotonacdo. A Tabela 17 apresenta
alguns aminoécidos com seus respectivos pontos isoelétricos.

Levando-se em consideracdo a reatividade dos grupos e a estabilidade da ligacao
formada, o residuo de aminoacidos mais convenientes para se ligar a suportes, desde que
estejam desprotonado, ou seja, em pH's superiores aos seus pl, sdo, em ordem decrescente:
Lys, Cys, Tyr, His, Asp, Glu, Arg, Trp, Ser, Thr e Met, com suas estruturas moleculares
apresentadas na Tabela 18. Outros aminoacidos (Grupos R = N&o polares e Aromaticos —
Tabela 17), devido a seu carater hidrofébico, ndo se encontram expostos para o exterior da
superficie proteica, e ndo podem intervir na ligacio covalente (GUISAN et al., 2006; MATEO
et al., 2007).

Em relacdo as lipases, sua determinacdo estrutural através de técnicas cristalogréaficas
revelou que as mesmas compartilham um padrdo conformacional comum, com o sitio
catalitico formado pela triade (Ser — Hist — Asp / Glu), com mecanismo de atuacgéo de lipase
descrita através da Figura 44 e seus respectivos pl na Tabela 17. Com excecdo da Histidina
(Hist), todos os demais aminoacidos presentes no sitio catalitico da lipase, apresentam ponto
isoelétrico (pl) inferior a 6,0, ou seja, apresentam-se desprotonados em pH 6 e passiveis de
realizar a reacdo de Schiff, tornando-os reativos para se ligarem covalentemente ao suporte,
caracteristica esta pouco desejavel, uma vez que a ligacdo covalente com os aminoacidos do
sitio catalitico pode conduzir a uma reducdo da atividade da enzima, contribuindo assim para
a menor atividade observada para os imobilizados sintetizados em pH 6 (JAEGER; REETZ,
1998; RIOS et al., 2018).
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As lipases também apresentam em sua estrutura a Lisina (Lys), um dos aminoacidos
preferenciais para processos de imobilizacdo por ligacdo covalente devido ao mesmo néo
fazer parte de seu sitio catalitico. No entanto, devido ao seu ponto isoelétrico elevado (9,74 —
Tabela 17) é um dos com menor prioridade reativa para a reacdo de Schiff em pH's inferiores
a seu pl, pois em sua forma protonada e com grande cadeia lateral (Tabela 18) torna-se um
impedimento estérico neste caso, pois em suas formas protonadas os aminoacidos néo
realizam a ligagéo de Schiff.

Neste contexto a melhora na atividade dos imobilizados (U/g) com o aumento do pH
(6 < 8 < 10) foi vinculada a uma imobilizacdo mais eficiente das enzimas ao suporte,
mediante a disponibilizacdo de outros aminoacidos desprotonados, como Histidina (pl = 7,59)
em pH 8 e, a Histidina e Lisina (pl = 9,74) em pH 10; ampliando assim as possibilidades de
interagBes por ligacdo covalente da enzima com o suporte, possibilitando a sintese de um
imobilizado multipontual (BLANCO e GUISAN, 1988). Além disto, outros aminoacidos
desprotonados ndo vinculados aos sitios ativos da lipase podem estar realizando a ligagdo com
0 suporte, ou seja, a ligacdo covalente do suporte a estes sitios de aminoacidos nédo ir4
prejudicar a atividade da enzima, observada pela atividade do imobilizado.

Em relacdo a Lisina, 0 seu acoplamento quimico ao suporte ird, devido a sua cadeia
lateral grande (Tabela 18), dificultar, mediante impedimento estérico, a interacdo dos demais
aminoacidos reativos, presentes no sitio catalitico, com o suporte, reduzindo assim possiveis
inativacdes durante a imobilizacdo, contribuindo assim para a maior atividade observada par
0s ensaios conduzidos em pH 10.

Cabe destacar que outros grupos funcionais da enzima, como grupos carboxilatos de
moléculas de aspartato e glutamato, fendlico da tirosina, sulfidrico da cisteina, hidroxilico da
serina, treonina e tirosina, imidazol da histidina e indol do triptofano, também podem se ligar
covalentemente aos grupos reativos do suporte, que pode em alguns casos utilizar outras
moléculas para a realizacdo da ligacdo covalente como a epicloridrina e o glicidol (MENDES
et al., 2011). Estas reacOes também sdo dependentes do pH do meio e sua relagdo com o ponto
isoelétrico, de impedimentos estéricos e da natureza nucleofilica dos mesmos frente ao grupo
carbonila do suporte.

O numero de ligagBes covalentes entre o suporte e a enzima depende da densidade
dos grupos reativos por unidade de area do suporte, da reatividade dos grupos funcionais tanto
da enzima quanto do suporte e do estado de protonagdo dos mesmos, bem como da
especificidade dos grupos ativos do suporte.

Devido a semelhanca estrutural entre o sitio ativo de lipases e proteases, 0

mecanismo catalitico para lipase segue o modelo proposto para a quimotripsina, uma serina
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protease. O mecanismo de atuacdo da lipase (Figura 44 a — e) € composto por cinco etapas
(JAEGER et al., 1999; REIS et al., 2009; MENDES et al., 2012):

1) A amina presente no residuo de His do sitio ativo da enzima aumenta a nucleofilicidade do
grupo hidroxila da Ser através de uma ligacao de hidrogénio, desprotonando-a (a).

2) O grupo hidroxila da Ser (catalisado por Asp e His) age como uma base atacando
nucleofilicamente o carbono suscetivel da ligacdo éster do grupo éster ou acido do substrato,
abrindo a ligacdo C=0. Nesta fase, a His atrai o hidrogénio liberado pela Ser e o Asp ou 0
Glu estabilizando a carga positiva que se forma na His. Ocorre a formagdo de um
intermediario tetraédrico (complexo enzima-substrato), que € estabilizado por ligacdes de
hidrogénio formadas com as liga¢es amida (b).

3) Apos a sua estabilizacdo o intermediario tetraédrico € desfeito pelo retorno da ligacdo C=0
e consequente clivagem da ligacao éster liberando assim um alcool, cujo oxigénio recebe um
préton proveniente da His, formando-se assim um complexo acilenzima (c).

4) O passo de desacilacdo, um nucledfilo, geralmente molécula de agua, ataca a enzima
acetilada, abrindo assim a ligagdo C=0, formando um segundo intermediario tetraédrico (d).
5) O residuo de His doa um préton para o &tomo de oxigénio do residuo de Ser, a ligacao
éster entre Ser e grupo acil é quebrada, levando a liberacdo do produto (acido carboxilico)

pelo retorno da ligacdo C=0 e regeneracado do sitio catalitico liberando a enzima (e).

Figura 44: Mecanismo catalitico da lipase.
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Fonte: adaptado de JAEGER et al. (1999).
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Se a ligacdo covalente entre enzima e suporte ocorrer entre um dos aminoacidos da
lipase (Figura 44) pode ocorrer uma deformacéo no sitio catalitico da enzima prejudicando a
atividade catalitica do imobilizado.

A Tabela 17 apresenta os pontos isoelétricos (PI) dos aminoacidos presentes nas
enzimas, sendo esta propriedade fundamental para o processo de imobilizacdo enzimatica por

ligacdo covalente.

Tabela 17: Propriedades de Aminoacidos.

pKa
Aminoéacido Simbolo pK; pKo pKs pl
(-COOH) (-NH3") | (Grupo R)

N° | Grupo R N&o Polar Alifatico
1 |Glicina Gly 2,34 9,60 5,97
2 |Alanina Ala 2,34 9,69 6,01
3 |Prolina Pro 1,99 10,96 6,48
4 |Valina Val 2,32 9,62 5,97
5 |Leucina Leu 2,36 9,60 5,98
6 |Isoleucina lle 2,36 9,68 6,02
7 | Metionina Met 2,28 9,21 5,74
N° |Grupo R Aromaticos
8 |Fenilalanina Phe 1,83 9,13 5,48
9 |Tirosina Tyr 2,20 9,11 10,07 5,66
10 | Triptofano Trp 2,38 9,39 5,89
N° | Grupo R Polares sem Carga Elétrica
11 |Serina Ser 2,21 9,15 5,68
12 | Treonina Thr 2,11 9,62 5,87
13 |Cisteina Cys 1,96 10,28 8,18 5,07
14 | Asparagina Asn 2,02 8,80 5,41
15 | Glutamina Gln 2,17 9,13 5,65
N° | Grupo R Positivamente Carregado
16 |Lisina Lys 2,18 8,95 10,53 9,74
17 |Histidina His 1,82 9,17 6,00 7,59
18 |Arginina Arg 2,17 9,13 12,48 10,76
N° |Grupo R Negativamente Carregado
19 | Acido Aspartico Asp 1,88 9,60 3,65 2,77
20 | Acido Glutamico Glu 2,19 9,67 4,25 3,22

Fonte: LEHNINGER et al. (2014).
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Tabela 18: Estrutura molecular de aminodcidos que realizam ligacdo de Schiff
(desprotonados), em ordem decrescente de preferéncia.
Nome — N° (Tabela 17) Lisina — 16 Cisteina — 13 Tirosina—9 Histidina — 16
(|300‘ C|:OO‘
+ +
H-?N—?—H HsN—(lf—H CO0~
o
(EHz (|:DO - CHE H;gN_ (|3_H
Estrutura CH. + CH
Molecular | H;N—C—H | .
e (|3H e
ci, e \| I&,;:H
NH, SH OH
Pl (Tabela 17) 9,74 5,07 5,66 7,59
Sitio Catalitico? NAO NAO NAO SIM
Nome — N° Aspartato — 19 Glutamato — 20 Arginina — 18 Triptofano — 10
- §oo COO-
H;N—C—H s
CO0~ | HN—C—H
00~ - i CH,
. H,N—C—H CH, |
Estrutura H.N—C—H | c|:H C:C\H
Molecular | CH, [ NH
(lez | ITIH L
CH, +
_ C=NH
C0O | o
CcCOO NH,
PI (Tabela 17) 2,77 3,22 10,76 5,89
Sitio Catalitico? SIM SIM NAO NAO
Nome — N° Serina—11 Treonina — 12 Metionina — 7
cCOoO™
.
HHN—(lj—H
. CH,
Estrutura (|300' . ?OO (le
Molecular + H.N—C 2
HN—O—H N H |
H—C—OH S
CH,OH | |
CHs CH,
Pl (Tabela 17) 5,68 5,87 5,74
Sitio Catalitico? SIM NAO NAO

Mestrado

Fonte: GUISAN et al. (2006); MATEO et al. (2007); LEHNINGER et al. (2014).
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A Tabela 18 apresenta a estrutura molecular de alguns aminoacidos que podem
realizar o processo de ligacdo covalente, em que estdo apresentados em ordem decrescente 0s
aminoacidos com a preferéncia em realizar a ligacdo de Schiff nas condi¢bes de
desprotonacdo dos aminoacidos, ou seja, em condi¢des de pH do meio acima de seu ponto
isoelétrico (PI), iniciando-se da Lisina (mais preferencial) e terminando com a Metionina

(menos preferencial).

5.7 IMOBILIZACAO POR LIGACAO COVALENTE versus ADSORCAO

Para fins comparativos e verificar a contribuicdo da adsor¢cdo no processo de
imobilizacdo, a condicdo experimental de imobilizacdo que apresentou a melhor atividade
para o imobilizado (pH 10, 20 °C e 160 minutos) foi empregada para simular uma
imobilizacdo empregando como suporte uma espuma ndo funcionalizada com glutaraldeido,
sendo neste caso o carater hidrofébico do suporte uma importante caracteristica para
imobilizar a enzima via processo de adsorcdo. Apos a imobilizacdo o suporte foi lavado trés
vezes com agua (1 g de suporte para 50 mL), antes de ser seco e submetido a analise de sua
atividade, para fins de comparag¢do com o processo de imobilizac&o por ligagao covalente.

A Tabela 19 apresenta os resultados de atividade obtidos para os dois imobilizados, um
produzido com espuma funcionalizada com glutaraldeido e outro ndo, com média e desvio

padrdo apos a avaliacdo destes processos em triplicata.

Tabela 19: Comparacdo entre métodos de imobilizacéo.

Adsorc¢ao Ligacao Covalente
Atividade (U /g)

119,6 + 4,59 535,7 = 8,04

Fonte: O Autor.

O imobilizado gerado empregando o suporte funcionalizado (ligacdo covalente)
apresentou uma atividade de esterificagdo de 535,7 U/g, a qual é aproximadamente 4,5 vezes
superior a observada para o imobilizado produzido empregando como suporte a espuma de
poliuretano sintetizada na auséncia de glutaraldeido (119,6 U/g), cuja imobilizacéo
provavelmente esteja ocorrendo preferencialmente por adsorcéo.

Cabe destacar a atividade observada para o imobilizado com o suporte
funcionalizado apresentou uma boa reproducdo da atividade em relagdo ao teste anterior, onde

a atividade foi de 559,6 U/g (Tabela 14), indicando uma boa reprodutibilidade do processo.

Mestrado Tiago dos Santos Gongalves



90

A presenca do glutaraldeido esta proporcionando a espuma de PU uma maior
reatividade, mediante a incorporacdo de novos grupos funcionais em sua estrutura, como
grupos aldeido e cetona. Destes grupos, os aldeidos sdo reativos para a reacdo de Schiff,
possibilitando a imobilizacdo por ancoragem quimica (ligagdo covalente), enquanto as
carbonilas, com seu carater polar, podem contribuir para uma melhora no processo de
adsorcédo fisica. Ambos os casos contribuindo para o melhor desempenho observado para o
suporte funcionalizado em relagdo ao ndo funcionalizado, destacando a potencialidade do
suporte produzido.

O carater inovador desta metodologia e 0 seu potencial para aplicagdes estd mais
evidente ao observar a Tabela 20, com outros trabalhos utilizando lipases em diferentes
suportes, fontes e métodos de imobilizacdo enzimatica.

Comparar apenas os resultados de outros trabalhos com observacdo do parametro de
atividade do suporte (U/g) no campo do conhecimento das enzimas pode apresentar
discussGes com pouca profundidade, visto que ha diferentes metodologias de imobilizacédo
(3.2), suportes, condicBes operacionais, procedimentos de analise de atividade e até mesmo
microrganismos geradores de lipase (Tabela 20), todavia ha um denominador comum nestes
diversos trabalhos e que pode ser utilizado como um parametro de compara¢do com bons
resultados para efeito de andlise, que é o rendimento de imobilizacdo ou a comparacdo da
atividade do suporte em um determinado método de imobilizacdo com a atividade da enzima
livre.

Wan et. al (2018) conseguiram uma atividade do suporte 112% maior em
comparacdo a livre mesmo com uma atividade do suporte de 3.176 U/g, Mehdi et. al (2018)
obtiveram um rendimento de 46% na imobiliza¢do por adsorcéo, 40,5% na ligacdo ionica e
65,5% para ligacdo covalente, Gao et. al (2018) alcancaram um rendimento de 58,3% na
imobilizacdo, Ferreira et. al (2018) chegaram a um rendimento de 50% na imobilizacéo,
Lisboa et. al (2018) adquiriram um rendimento de 120% na imobilizacdo, Poppe et. al (2018)
conquistaram um rendimento de 94% na imobiliza¢do, Sarno et. al (2017) alcangaram um
rendimento de 144% na imobiliza¢do, assim como Xie e Huang (2018) conseguiram um
rendimento de imobilizagéo de 85,5% e 5 reciclos.

O namero de reciclos que um processo de imobilizacdo enzimatico pode introduzir
em uma determinada enzima também é um pardmetro para efeitos de comparagdo, pois
mesmo com uma queda de atividade que um suporte produz no imobilizado pode ser
compensado pelo aumento de nimero de reagBes consecutivas que a enzima pode realizar,
portanto é desejavel metodologias com maiores quantidade de reciclos a fim de reduzir custos
operacionais dos processos enzimaticos. Cai et. al (2018) conseguiram 10 reciclos da lipase
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Tabela 20: Trabalhos de imobilizagdo enzimatica de lipase.
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Referéncia Lipase Método Suporte Atividade
(Ulg)
Candida antarctica (Cal-B) Adsorcao Octyl-sepharose 189
QUILLES et al. - ~
(2015) Thermomyces lanuginosus (TLL) | Adsorcéo PEI-sepharose 202
Lecitase (LL) Adsorcao 188
Adsorcao PCM-01 8,6
REICFE'ZAOFE)T etal. Thermomyces lanuginosus (TLL) | Covalente PCM-01 22
Adsorcdo ) ® 4,5
Relizyme™ HG403

Covalente 33

WAN et al. (2018) Candida rugosa com Caz(POy,), Adsor¢do | Resina Troca lonica 3.176
CAl et al. (2018) Rhizopus Chinensis Covalente | Celulose bacteriana ND
ZHANG et al. (2018) Candida rugosa Covalente Silica 33,6
JIN et al. (2018) Burkholderia Cepacia Adsorcao Silica + R (alquil) ND
URRUTIA et al. Candida antarctica (Cal-B) Adsorcao Quitosana + 484
(2018)b Rhizomucor miehei Adsorcao R (alquil) 884
Adsorcdo Quitina ND

MEHDI et al. (2018) Girassol tonica | DEAECElloseD- 1y
Covalente Quitina ND

. < Resina Troca ldnica
BOLINAet al. (2018) | Thermomyces lanuginosus (TLL) Adsorcao + epoxi SiO; 357
XIE; HUANG (2018) Candida rugosa Covalente Grafeno + Fe;0, ND
CUI et al. (2015) Yarrowia lipolytica Covalente | Epdxi/modificacbes 850
SARNO et al. (2017) | Thermomyces lanuginosus (TLL) 16nica Nanop;gtl(gulas de ND
34
GAO et al. (2018) Burkholderia ambifaria Adsorcio Ti0, com 6119
modificagdes

FERR(E(I)TS etal. Geotrichum candidum Covalente MANAE-agarose 45,4
LISBOA et al. (2018) Burkholderia cepacia Adsorcéo Aero giglr];:(l)lqu'do 977
POPPE et al. (2013) Rhizomucor miehei Covalente Immobead 150 ND

ND = N&o Disponibilizada no Artigo

Fonte: O Autor.

O presente trabalho apresentou um rendimento de imobilizacdo de 142% (Tabela 12)

para uma espuma de poliuretano funcionalizada com glutaraldeido utilizando a lipase

proveniente de Aspergillus oryzae com uma atividade do suporte de 809,7 U/g, resultado

comparavel a outros trabalhos listados na Tabela 20, demonstrando que este trabalho inovador
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potencial para ser explorado em diversas campos do conhecimento enzimatico.

Hamid e Palanisamy (1994) realizaram uma revisdo das aplicacGes de lipases
imobilizadas e a grande parte da utilizagdo dos imobilizados estdo com o processo de
adsorcdo para os reatores de membrana, leitos fixos, batelada com agitacéo e reator CSTR
(Continuous Stirred Tank Reactor).

A inovacdo deste trabalho esta na simplicidade do processo de obtencdo do suporte
funcionalizado j& no momento de producdo da espuma (glutaraldeido participando da
polimerizagéo). O suporte pode ser produzido no formato desejado, por causa da expansédo da
espuma, em reatores tubulares (PFR), CSTR com a espuma como se fosse um leito fixo e até
mesmo em reatores batelada em que o suporte apresenta comportamento dindmico de catalise
heterogénea (FOGLER, 2009). Ap6s a cura do suporte, ocorre a realizacdo da ligacdo
covalente nas condigdes otimizadas, reduzindo custos de processo enzimatico, metodologia
esta ainda ndo descrita na literatura, que € a producdo e funcionalizacdo do suporte in situ

durante a reacdo do poliuretano.
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos na avaliacdo das proporcdes dos monémeros para a
elaboracdo do suporte do PU com funcionalizacdo in situ de grupos carbonila com a adi¢éo de
4 volumes distintos (0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 mL) de glutaraldeido 50% (m/v), o volume de poliol
(7,0 mL) e isocianato (3,0 mL) foi selecionado para a formagdo da espuma, pois apresenta
uma estrutura polimérica homogénea, visivelmente com boa maleabilidade e distribuicdo dos
poros.

Ao avaliar a lixiviacdo do glutaraldeido do suporte através dos testes de Felhing e
COT, obtém-se a otimizacdo da adicdo de glutaraldeido 50% (m/v) ao meio reacional da
formacéo do suporte de 1 mL, com isso o volume dos reagentes para a formacéo do suporte é
de 7,0 mL de poliol, 3,0 mL de isocianato e 1,0 mL de glutaraldeido 50% (m/v).

Para a otimizagédo da producdo do suporte foram produzidos de 4 maneiras distintas,
sendo a formulacdo escolhida com base nos testes de lixiviagdo de glutaraldeido, de
imobilizacdo enzimatica e atividade do suporte produzido. Foi escolhido o suporte com a
atividade de 817 U/g e rendimento de imobilizacdo igual a 142%, e, o volume de reagentes
para a producdo deste suporte foi de 7,0 mL de poliol, 4,0 mL de isocianato, 1,0 mL de
glutaraldeido 50% (m/v) e 1,0 mL de glicerina, com meio reacional acidificado com H3PO..

Observou-se que a utilizacdo de glicerina no suporte proporcionou melhor estrutura do
suporte (sem apresentar colapso da espuma) e distribuicdo uniforme de poros, provavelmente
pelo efeito de reticulacdo na espuma que este composto induz ao processo de polimerizacao.

Aumentando a quantidade de glutaraldeido incorporado ao meio reacional em
conjunto com a acidificagdo do meio, observa-se um escurecimento do suporte tanto
visualmente quanto com as medic¢des colorimétricas, sugerindo que o mecanismo de ligacao
quimica entre o glutaraldeido e o suporte (EPU) se conduza de maneira andloga ao da Reacéo
de Maillard, em que o glutaraldeido comporta-se como um acgucar redutor e a estrutura da
espuma comportando como uma proteina.

Os parametros otimizados para a imobilizacdo da lipase no suporte foi com pH igual a
10 e temperatura de 20°C, com 160 minutos de contato entre suporte e solucdo enzimatica.

A metodologia de imobilizacdo por ligacdo covalente demonstrou-se superior a da
adsorcdo, com mais atividade no suporte para ligacdo covalente e comparaveis a outras

metodologias, indicando-se ser uma promissora metodologia de imobilizagcdo enzimética pela

Mestrado Tiago dos Santos Gongalves



94

diversidade de trabalhos futuros que este processo pode gerar e sua simplicidade na formacao

do suporte.

6.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

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

trabalhos futuros podem ser apontadas:

v" Avaliar o imobilizado enzimético para reacdes de producdo de aromas e biodiesel.

v' Estimar o efeito de solventes (metanol e acetato de etila) frente ao imobilizado.

v' Medir estabilidade térmica (temperatura ambiente, refrigeracdo e congelamento) do
imobilizado.

v' Especificar a faixa de resisténcia térmica do imobilizado e sua cinética.

v" Quantificar nmero de reciclos do imobilizado.

v' Comparar a utilizacdo de agentes redutores da ligacdo de Schiff para a atividade do
suporte, a estabilidade térmica, resisténcia térmica e numero de reciclos.

v Julgar o efeito da ativacdo enzimatica em alta pressdao (CO,, GLP), sobre a atividade
catalitica da enzima.

v Realizar testes de imobilizacdo em série, com a troca de suporte apds decorrido o tempo de
contato (90 minutos) e avaliar quantas vezes pode-se utilizar a mesma solucdo para a
imobilizagéo por ligagdo covalente.

v" Otimizar uso de &cido fosférico (H3sPO,) no processo de producdo do suporte.

v Comparar o efeito da utilizacdo de outros acidos inorganicos, tais como HCl e H,SO, sobre
a formacéo e atividade do suporte.

v/ Usar FTIR para avaliar se o glutaraldeido estd quimicamente ligado a espuma pelo
nitrogénio em reacdo semelhante ao de Maillard.

v Imobilizar em outros valores de pH (10, 11 e 12) e temperatura entre 10 e 20°C.

v' Decidir se o suporte pode realizar a ligagdo covalente com a enzima com a mesma estando
em meios reacionais biotecnologicos.

v' Ampliar a escala da reacao.

v' Realizar a reacdo enzimatica em um sistema de fluxo continuo.
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8 ANEXO

Anexo 1: Aplicagdes das Enzimas.
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Enzima Aplicacao Referéncia
Lipase Biodiesel de algas SHAHA et al., 2018.
Lacase Pigmentos de polifenois GONG et al., 2018.

Dehidrogenase
Lacase
Alcalino pectinase
Dehidrogenase
Peroxidase
Galactosidase
Xinalase
Lipase
Oxigenase
Pectinase

Transglutaminase

Fitase
Invertase
Amilase

Urease

Galactosidase

Frutosiltransferase
Celulase e protease
Xinalase e lignase

Nitralase

Nitrila Hidratase
Glicerol Deidratase

Sensores

Degradacéo do acido ritalinico

Tecido anti microbiano
Metanol de CO,
Branqueamento tecidos
Sensores
Butanol de bambu
Acido linoleico
Baunilha (aroma)
Clarificacgao de sucos

Promover cross-link em
proteinas

Digestibilidade de racéo
Sensores
Cerveja (Reducdo Energia)
Sensores
Produtos lacteos sem lactose

Frutooligossacarideos de
sucrose e inulina

Polimento de tecidos
Branqueamento de papel

Acido Glicélico de
Formaldeido e Acido
Cianidrico

Acrilamida de acrilonitrila
1,3 Propanodiol de Glicerol

NETO et al., 2018.
KOBAKHIDZE et al., 2018.
CORADI et al., 2018.
MARPANI et al., 2017,
MADHU; CHAKRABORTY, 2017.
SHARMA; LEBLANC, 2017 .
KUMAR et al., 2017.

KIM et al., 2017.
FURUYAcetal., 2017.
PATEL et al., 2016.

PATEL et al., 2016.

PATEL et al., 2016.
AMINE et al., 2016.
van DONKELARR et al. , 2016.
EULALIO et al., 2016.
CHOl et al., 2015.

CHOl et al., 2015.
CHOl et al., 2015.
CHOl et al., 2015.

CHOl et al., 2015.

CHOl et al., 2015.
CHOl et al., 2015.

Lipase Aspirina JAMWAL et al., 2015.
Celulase Etanol de Segunda geracéo TRAN et al., 2015.
Lipase Biodiesel com metanol Jletal., 2010.
Protease Hidrdlise de Proteinas TARDIOLI et al., 2003.
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Anexo 2: Métodos de imobilizagdo de enzimas.
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Meétodo Enzima Suporte Referéncia
o Glucose Liquido I6nico com
Ligacéo covalente Oxidase glutaraldeido MANOJ et al. , 2018
Ligacéo covalente | Tanase Particulas Magr!etlcas com de LIMAet al., 2018
polianilina
Adsorcao Lipase Octil-agarose de ALMEIDA et al., 2018
Adsorcao Lipase F.)O." _(estlreno ALVES et al., 2017
divinibenzeno)
Encapsulamento Catalase Zinco (Zn-MOF) DU etal., 2017
Adsorcao Lipase Celite SIVARAMAKRISHNAN ;
INCHAROENSAKDI , 2017
Ligacdo cruzada | Neutrase Enzima + glutaraldeido CHEN et al., 2017
Encapsulamento Lacase Alginato ABB ELATY etal ., 2017
L : Nanoparticulas de sulfito de
Ligagéo covalente | B-Amilase Molibidénio + glutaraldeido DASetal ., 2017
Adsorgao + Lipase Diatomita + Alginato ZHAO et al ., 2017
Encapsulamento
Encapsulamento | Peroxidase Cobre (Cu-MOF) MEHTA et al., 2016
Encapsulamento Protease e Alginato e outros MONG THU;
P Lipase copolimeros KRASAEKOOPT, 2016
Ligacdo covalente | Celulase Poliestireno com fons N TRAN et al., 2015
(plasma)
Adsorcao Lipase Oxidos de Zirconio GUNCHEVA et al., 2014
Adsorcao Lipase PHB MIRANDA et al., 2014
Adsorcao Lipase Sepabeads (C18) GHATTAS et al., 2014
Ligacdo covalente Lipase Glioxil-agarose de LIMAetal., 2013
Ligacédo covalente Lipase | Celulose ativada com NalO4 GIRELLI etal., 2012
Ligacéo covalente Lipase Quitosana € quitosana- SILVA et al., 2012
alginato
Ligacéo cruzada Lipase Enzima + glutaraldeido FERNANDEgiBAFUENTE’
N Enzima + N,N-dimetilol
Ligacdo cruzada | Celulase 4.5-dihidroxietileno urea HEBEISH et al., 2009
Adsorgao Lipase Lipase/Glioxil-agarose PALOMO et al., 2005
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