wEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

LIPASE B DE Candida antarctica [IMOBILIZADA EM
POLIURETANO: UM BIOCATALISADOR MUITO ESTAVEL
NA PRESENCA DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

N. L. D. NYARI: J. ZENI*; I. A. FERNANDES!: A. ANTUNES!: R. SCHERER®!: A. M. M.
FICANHA!: R. M. DALLAGO?

YUniversidade Regional Integrada do Alto Uruguai e Missées, URI- Erechim, RS, Departamento
de Engenharia de Alimentos
E-mail: nadialigianara@hotmail.com

RESUMO - A lipase de Candida antarctica B (CAL B) esta entre as enzimas mais
utilizadas em biocatélise, pois possui flexibilidade na sua estrutura e permite a
sintonizacdo de suas propriedades. A versatilidade destes biocatalisadores permite o seu
uso em uma grande variedade de reacdes, como estereficacdo, interestereficdo ou
hidrolise. A caracteristica comum entre essas aplicagfes é a necessidade de utilizar a
enzima na presenca de peroxido de hidrogénio ou um derivado com solubilidade em
meios organicos. A enzima Novozym 435 (uma preparacdo imobilizada comercial de
lipase CAL B) e a enzima CAL B imobilizada em poliuretano foram submetidas a teste de
estabilidade frente a diferentes concentracoes de peréxido de hidrogénio (1, 5e 10 M). No
decorrer de 80 dias, em temperatura ambiente (10 - 25 °C), a enzima imobilizada em
poliuretano submtida a uma solucdo de peréxido de hidrogénio na concetracdo de 1 M
apresentou atividade residual de 36,5% em 30 dias de contato. Quando utilizado a
concentracdo 5 M apresentou 38% e na concentracdo de 10 M apresentou 46% de
atividade residual. Enquanto a Novozym 435 apresentou cerca de 15% de atividade
residual apos 24 horas. Os resultados demonstraram que a lipase de Candida antarctica B
imobilizada em poliuretano apresentou maior estabilidade frente ao per6xido de
hidrogénio quando comparado com a enzima imobilizada comercial Novozym 435,
mostrando — se muito mais eficiente e economico.

1. INTRODUCAO

A lipase de Candida antarctica B (CAL B), é a enzima mais utilizadas em biocatalise, sendo
um excelente biocatalisador para uma ampla variedade de transformacgfes régio-enantioseletiva
atraves de varios tipos de reacdes, tais como hidrolise, esterificacdo e transesterificagdo (Itabaiana Jr.
etal., 2013; Miyazawa et al., 2013).

A sua versatilidade conduz a varias aplicagdes industriais, principalmente a enantioseletividade

que é explorada na formulacdo de farmacos, resolucdo dos alcoois racémicos, acidos, ésteres ou
aminas (Gotor Fernandez et al., 2006). Destacam-se ainda na substituicdo de processos sintéticos
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industriais: nos produtos farmacéuticos, sintese de ésteres de hidratos de carbono, aminas e amidas,
cosmeéticos, detergentes, couro, na industria de alimentos (sabor e aroma) entre outros (Huang et al.,
2006).

O inconveniente do uso de lipase de Candida antarctica B (CAL B) na sua forma livre como
biocatalisador comparado com catalise quimica € principalmente por possuir estabilidade baixa e alto
custo. Consequentemente, existe um crescente interesse no desenvolvimento de biocatalisadores
imobilizados para aplicacdes industriais. A imobilizacdo pode proporcionar uma melhora das
propriedades cataliticas tais como: a atividade, a estabilidade, a reutilizacdo, a alta seletividade (reduz
as reagdes colaterais), e a preservacdao da atividade catalitica ao longo de varios ciclos de reacdo,
aumentando o custo-beneficio (Cantone et al., 2012; Hernandez e Fernandez-Lafuente 2011a).

O perdxido de hidrogénio (H,0,2) € um dos oxidantes versatil, superior ao cloro, diéxido de
cloro e permanganato de potassio. Pela catalise, 0 H,O, pode ser convertido em radical hidroxila
(OH) com reatividade inferior apenas ao flior. Além de ser um agente oxidante pode também ser
empregado como agente. Na sua forma isolada ou combinada, sdo empregados em diversas aplicacoes
(Hernandez e Fernandez-Lafuente 2011b).

O peroxido de hidrogénio € também importante nas areas envolvidas com alimentos,
medicamentos, monitoramento de processos, dentre outras. Estd presente em indmeras reacGes
biologicas como principal produto de varias oxidases, e &€ um parametro importante na quantificagdo
destes bioprocessos (De Mattos et al., 2003).

Estes compostos fortes sdo inativantes de enzima, modificam 0s aminoécidos das proteinas
(Arg, Pro, Lys, Met, Cys, Tyr, His) (Hernandez e Fernandez-Lafuente 2011b). No entanto, a lipase
CAL B tem sido utilizada em alguns casos por se mantém resistente neste solvente e por possuir alta
porcentagem de atividade, mesmo ap0s varias horas de incubacdo. Torna-se um alvo interessante,
considerando as propriedades fisicas do perdxido de hidrogénio pode levar a inativacdo irreversivel da
enzima ou inibindo a formacdo do radical e impedindo o inicio da reagdo e possivel formacdo de O,
(Tzialla et al ,2010; Churakova et al.,2013).

Entre estas reac6es, 0 uso de lipases para a producédo de peracidos com diferentes propdsitos do
correspondente possui acido ou éster vem atraindo grande interesse. Desta forma, objetivou-se estudar
a estabilidade de lipases imobilizadas em poliuretano (PU) na presenca de altas concentragcdes de
peroxido de hidrogénio (H,0;) e comparad-la com a estabilidade da enzima comercial imobilizada
Novozym 435.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Materiais
A imobilizacdo foi realizada utilizando a lipase de Candida antarctica do tipo B (Novozyme

NZL-102, CAL B), lipase comercial 435 Novozym, adquirida na forma liofilizada da empresa
Novozymes Latin América Ltda. A enzima CAL B liquida foi previamente diluida em H,0, na
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proporcdo 0,16% (v/v) (enzima:adgua). Os mondmeros comerciais poliol e isocianato foram
produzidos com uma formulacédo especifica para colchdes e espumas injetadas, pela Empresa Flexivel
Poliuretanos-Mannes. Os solventes utilizado foram Acetona (FMaia), Acido Oléico (Vetec), Alcool
Etilico (Merck), Hidroxido de Sodio (Nuclear) e Perdxido de Hidrogénio (Merck).

2.2. Polimerizacéo e Imobilizacdo

A reacdo de polimerizacéo para obtencdo do poliuretano (PU) foi realizada variando a razdo dos
mondmeros poliol:isocianato (6:4 (v/v)), segundo metodologia de Silva et al., (2013) modificada em
relagdo a concentragcdo dos mesmos.

O procedimento de imobilizacdo da enzima CAL B em PU foi realizada na concentracdo pré-
estabelecida da etapa anterior, onde 10% da enzima diluida foi adicionada ao monémero (Poliol)
sendo homogeneizado e em seguida adicionado o isocianato. ApoOs a etapa de polimerizacdo, o
poliuretano contendo a enzima (imobilizado) foi mantido durante 24 horas em dessecador para
equalizagdo do teor de umidade, para posterior medida da atividade por esterificacdo, comparando a
enzima na sua forma livre.

2.3. Determinacéo da Atividade de Esterificacao

A atividade de esterificacdo das foi realizada pela quantificacdo da reagdo de sintese do acido
oleico e etanol (razdo molar 1:1 (v/v)). A reacgdo foi conduzida a 40 °C, 160 rpm por 40 min. Esta foi
iniciada pela adicdo da enzima (0,1 g) ao meio reacional, em frascos de vidro com tampa, mantidos
em agitador orbital. Aliquotas de 500 pL foram retiradas do meio reacional em triplicata no inicio da
reacdo. A cada amostra foram adicionados 15 mL de uma solucdo de acetona-etanol (1:1) (v/v) para
paralisar a reacdo e para extracdo de éster de oleato de etila segundo Paroul et al (2010 e 2011). A
quantidade de acido consumida foi determinada por titulacdo com NaOH 0,05 M até pH 11.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que consome
lumol de acido graxo por minuto, nas condigdes do ensaio. A atividade enzimatica foi calculada
baseando em Brigida et al., 2010).

2.4. Estabilidade da enzima imobilizada em Per6xido de Hidrogénio

A incubacdo de amostras diferentes CAL B na presenca de peroxido de hidrogénio, foi
realizado variando a molaridade das mesmas: 1 M, 5 M e 10 M em temperatura ambiente, entre 10 e
25 °C, onde as amostras de lipase (500 mg) foram incubadas em 20 mL de solugdo de peroxido de
hidrogénio. O pH das solucdes ndo foi ajustado, porém, verificou-se uma variacdo entre pHs de 3,8-
4,3, dependendo da concentracdo de peroxido de hidrogénio utilizada. Foram retiradas amostras
periodicamente. As amostras foram filtradas e deixadas em estufa a 40 °C por 30 min para evaporagao
do solvente. As amostras foram pesadas e realizou-se a medida da atividade de esterificacdo. Os
experimentos foram realizados em triplicata e os resultados sdo demonstrados como médias da
atividade residual (Tzialla et al., 2010; Hernandez e Fernandez-Lafuente 2011b).
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

O derivado CAL B imobilizado em poliuretano (PU) apresentou atividade inicial de 1666,73
U/g (0,16 g de enzima adicionada ao suporte) enquanto a lipase comercial 435 Novozym 435
(preparacdo comercial da lipase utilizada B de Candida antarctica (CAL B) imobilizada obteve
atividade 643,564 U/g. Ambas preparacbes foram submetidas a estabilidade a diferentes
concentracdes de peroxido de hidrogénio (1M, 5M e 10M) como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1 - Inativacdo em diferente concentragoes de perdxido de hidrogénio da enzima imobilizada de
CAL B em Poliuretano (PU) e Novozyme 435.

O comportamento da enzima na presenca dessas elevadas concentracdes de peroxido de
hidrogénio estd de acordo com o relatado na literatura (Tzialla et al., 2010; Hernandez e Fernandez-
Lafuente 2011b). No entanto, também é possivel detectar diferencas na estabilidade das diferentes
biocatalisadores, enquanto CAL B em PU submetido a solugdo de perdxido de hidrogénio na
concentracdo de 1 M por um periodo de 80 dias de contato apresentou atividade residual de 36,5%.
Em concentragbes maiores, 5 M e 10 M, apresentaram atividade residual de 38% e 46%,
respectivamente, em um periodo de 30 dias.

A Novozym 435 demostrou-se pouco estdvel na presenca de peroxido de hidrogénio na
concentracdo de 1 M (apds 4 dias retencdo de 55%) e em 5M obteve 30% em 24 horas. A utilizacdo

Area tematica: Processos Biotecnoldgicos 4



wEQ 19 a 22 de outubro de 2014
Florianopolis/SC

Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica

de peroxido de hidrogénio na concentracdo de 1 M, e 5 M apresentaram atividade de 15% em 24 h,
essa taxa pela metade utilizando a concentracdo de 1 M em 12h, tendo um efeito muito negativo sobre
a estabilidade da enzima (Hernandez e Fernandez-Lafuente 2011b).

Os efeitos negativos do uso de perdxido hidrogénio sobre a enzima CAL B sdo pouco
explicados na literatura de acordo com Rodrigues e Fernandez-Lafuente (2010a e 2010b). O peroxido
de hidrogénio pode modificar diretamente alguns grupos (as areas hidrofobicas ao redor do centro
ativo) ligados diretamente na catélise ou criticos para manter a estrutura da enzima, sendo capaz de
penetrar nos poros do suporte entrando em contato com a enzima atacando e modificando-os. A baixa
eletrofilicidade do per6xido de hidrogénio, bem como a tendéncia em formar radicais, é necessario o
uso de catalisadores bastante efetivos para que a reacdo de epoxidacdo ocorra. A utilizagdo de &cidos
fortes como ativadores do perdxido para que este aja com maior eficiéncia como doador de oxigénio €
comum e industrialmente aplicado (Torres et al., 2012).

Estudos realizados utilizando a enzima Novozym 435 em contato com o perdxido de hidrogénio
5 % (w/w) em oito horas de reacdo apresentou a desativacdo da enzima. Esses resultados sugerem que
este processo ndo pode ser feito a uma escala industrial. Mais estudos com diferentes modos de
operacdo tem de ser realizados a fim de reduzir a inativacdo da enzima e transformar a epoxidacéo
quimio-enzimatica em um processo economicamente viavel (Severiano, 2008).

Torres et al. (2012), utilizaram peroxido de hidrogénio (2 M) e desenvolveram um método
muito eficaz para a epoxidacao do biodiesel com altos rendimentos e seletividade para a formacéo de
epoxido (> 99%) e ainda com a possibilidade de reutilizacdo do catalisador por sete ciclos. Hernandez
e Roberto Fernandez-Lafuente (2011b) utilizaram a Novozym 435 para a preparacdo de peracido, ou
seja imobilizaram a enzima em Sepabeads octadecilo em suporte hidrofébicos. Esta preparacao
manteve 55% da atividade inicial ao fim de 4 dias de incubacdo em peroxido de hidrogénio 10 M a 22
°C, enquanto Novozym 435 foi mantida por 24 h e apresentou atividade residual de apenas 15%.

Quando lipase de Rhizomucor miehei foi testada em contato com perdxido de hidrogénio 5 M,
foi completamente inativado apds 4 h, o que demonstra que esta enzima foi, menos estavel do que a
CAL B. Além disso, a atividade CAL B perdida pode ser parcialmente recuperada através de
incubacédo da amostra CAL B oxidado com boro-hidreto de sodio (Chung et al., 1998).

Corréa et al. (2012) utilizou lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em ceramica e mostrou
0 seu melhor comportamento como biocatalisador para a reacéo de epoxidacédo, apés 3 horas a 55 °C,
10% de carga de enzima, 0,2% de perdxido de hidrogénio e, aplicando-se a 150 rpm como agitacao,
apresentou rendimento de epdxido era cerca de 88%.

Estes resultados sugerem um efeito benéfico da imobilizacdo sobre a atividade da enzima. Esta
tendéncia pode estar relacionada com varias fatores como, a disponibilizacdo facilidade do acesso de
novos sitios ativos, possibilidade da reutilizacdo do biocatalisador imobilizado, facilidade na
separacdo do meio reacional, sem contaminagdo do produto final pela enzima e melhor controle do
processo.
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Portanto, muitos dos grupos envolvidos no a interagdo entre CAL B e 0 apoio deve ser alvos da
modificacdes, sendo assim, comprova-se que a CAL B em PU possui caracteristicas atipicas e oferece
multiplas possibilidades de investigar mais os resultados, podendo ser utilizados meios orgéanicos na
industria.

4. CONCLUSOES

A lipase de Candida antarctica do tipo B imobilizada em suporte de poliuretano (PU) provou
ser um biocatalisador muito adequado, podendo ser empregado em altas concentra¢des de perdxido de
hidrogénio. A enzima manteve niveis elevados de atividade residual por longo periodo, mesmo ap0s
usar concentragdes altas (10 M) deste reagente. A enzima imobilizada comercial Novozym 435
apresentou inativacdo quando testada a estabilidade em concentracdo de perdxido de hidrogénio a 5
M em um periodo de 24 horas, o0 que indica que o peréxido é capaz de penetrar 0s poros do suporte
deste derivado, causando a desnaturacao.
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