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RESUMO – A lipase de Candida antarctica B (CAL B) está entre as enzimas mais 

utilizadas em biocatálise, pois possui flexibilidade na sua estrutura e permite a 

sintonização de suas propriedades. A versatilidade destes biocatalisadores permite o seu 

uso em uma grande variedade de reações, como estereficação, interesterefição ou 

hidrólise. A característica comum entre essas aplicações é a necessidade de utilizar a 

enzima na presença de peróxido de hidrogénio ou um derivado com solubilidade em 

meios orgânicos. A enzima Novozym 435 (uma preparação imobilizada comercial de 

lipase CAL B) e a enzima CAL B imobilizada em poliuretano foram submetidas a teste de 

estabilidade frente a diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio (1, 5 e 10 M). No 

decorrer de 80 dias, em temperatura ambiente (10 - 25 °C), a enzima imobilizada em 

poliuretano submtida a uma solução de peróxido de hidrogênio na concetração de 1 M 

apresentou atividade residual de 36,5% em 30 dias de contato. Quando utilizado a 

concentração 5 M apresentou 38% e na concentração de 10 M apresentou 46% de 

atividade residual. Enquanto a Novozym 435 apresentou cerca de 15% de atividade 

residual após 24 horas. Os resultados demonstraram que a lipase de Candida antarctica B 

imobilizada em poliuretano apresentou maior estabilidade frente ao peróxido de 

hidrogênio quando comparado com a enzima imobilizada comercial Novozym 435, 
mostrando – se muito mais eficiente e economico.  

 

 

1. INTRODUÇÃO  

A lipase de Candida antarctica B (CAL B), é a enzima mais utilizadas em biocatálise, sendo 

um excelente biocatalisador para uma ampla variedade de transformações régio-enantioseletiva 

através de vários tipos de reações, tais como hidrólise, esterificação e transesterificação (Itabaiana Jr. 

et al., 2013; Miyazawa et al., 2013).  

A sua versatilidade conduz a várias aplicações industriais, principalmente a enantioseletividade 

que é explorada na formulação de fármacos, resolução dos álcoois racémicos, ácidos, ésteres ou 

aminas (Gotor Fernández et al., 2006). Destacam-se ainda na substituição de processos sintéticos 
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industriais: nos produtos farmacêuticos, síntese de ésteres de hidratos de carbono, aminas e amidas, 

cosméticos, detergentes, couro, na indústria 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 catálise química é principalmente por possuir estabilidade baixa e alto 

custo. Consequentemente, existe um crescente interesse no desenvolvimento de biocatalisadores 

imobilizados para aplicações industriais. A imobilização pode proporcionar uma melhora das 

propriedades catalíticas tais como: a atividade, a estabilidade, a reutilização, a alta seletividade (reduz 

as reações colaterais), e a preservação da atividade catalítica ao longo de vários ciclos de reação, 

aumentando o custo-benefício (Cantone et al., 2012; Hernandez e Fernandez-Lafuente 2011a).  

O peróxido de hidrogênio (H2O2) é um dos oxidantes versátil, superior ao cloro, dióxido de 

cloro e permanganato de potássio. Pela catálise, o H2O2 pode ser convertido em radical hidroxila 

(OH) com reatividade inferior apenas ao flúor. Além de ser um agente oxidante pode também ser 

empregado como agente. Na sua forma isolada ou combinada, são empregados em diversas aplicações 

(Hernandez e Fernandez-Lafuente 2011b). 

O peróxido de hidrogênio é também importante nas áreas envolvidas com alimentos, 

medicamentos, monitoramento de processos, dentre outras. Está presente em inúmeras reações 

biológicas como principal produto de várias oxidases, e é um parâmetro importante na quantificação 

destes bioprocessos (De Mattos et al., 2003).  

Estes compostos fortes são inativantes de enzima, modificam os aminoácidos das proteínas 

(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 após várias horas de incubação. Torna-se um alvo interessante, 

considerando as propriedades físicas do peróxido de hidrogénio pode levar à inativação irreversível da 

enzima ou inibindo a formação do radical e impedindo o início da reação e possível formação de O2 

(Tzialla et al ,2010; Churakova et al.,2013). 

Entre estas reações, o uso de lipases para a produção de perácidos com diferentes propósitos do 

correspondente possui ácido ou éster vem atraindo grande interesse. Desta forma, objetivou-se estudar 

a estabilidade de lipases imobilizadas em poliuretano (PU) na presença de altas concentrações de 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e compará-la com a estabilidade da enzima comercial imobilizada 

Novozym 435. 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. Materiais  

A imobilização 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 líquida foi previamente diluída em H2O, na 
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proporção 0,16% (v/v) (enzima:água). Os monômeros comerciais poliol e isocianato foram 

produzidos com uma formulação específica para colchões e espumas injetadas, pela Empresa Flexível 

Poliuretanos-Mannes. Os solventes utilizado foram Acetona (FMaia), Ácido Oléico (Vetec), Álcool 

Etílico (Merck), Hidróxido de Sódio (Nuclear) e Peróxido de Hidrogênio (Merck).  

2.2. Polimerização e Imobilização  

A reação de polimerização para obtenção do poliuretano (PU) foi realizada variando a razão dos 

monômeros poliol:isocianato (6:4 (v/v)), segundo metodologia de Silva et al., (2013) modificada em 

relação a concentração dos mesmos. 

O procedimento de imobilização da enzima CAL B em PU foi realizada na concentração pré-

estabelecida da etapa anterior, onde 10% da enzima diluída foi adicionada ao monômero (Poliol) 

sendo homogeneizado e em seguida adicionado o isocianato. Após a etapa de polimerização, o 

poliuretano contendo a enzima (imobilizado) foi mantido durante 24 horas em dessecador para 

equalização do teor de umidade, para posterior medida da atividade por esterificação, comparando a 

enzima na sua forma livre.  

2.3. Determinação da Atividade de Esterificação 

A atividade de esterificação das foi realizada pela quantificação da reação de síntese do ácido 

oleico e etanol (razão molar 1:1 (v/v)). A reação foi conduzida a 40 °C, 160 rpm por 40 min. Esta foi 

iniciada pela adição da enzima (0,1 g) ao meio reacional, em frascos de vidro com tampa, mantidos 

em agitador orbital. Alíquotas de 500 μL foram retiradas do meio reacional em triplicata no início da 

reação. A cada amostra foram adicionados 15 mL de uma solução de acetona-etanol (1:1) (v/v) para 

paralisar a reação e para extração de éster de oleato de etila segundo Paroul et al (2010 e 2011). A 

quantidade de ácido consumida foi determinada por titulação com NaOH 0,05 M até pH 11.  

Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima que consome 

1μmol de ácido graxo por minuto, nas condições do ensaio. A atividade enzimática foi calculada 

baseando em Brígida et al., 2010). 

2.4. Estabilidade da enzima imobilizada em Peróxido de Hidrogênio  

A incubação de amostras diferentes CAL B na presença de peróxido 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 solução de peróxido de 

hidrogênio. O pH das soluções não foi ajustado, porém, verificou-se uma variação entre pHs de 3,8-

4,3, dependendo da concentração de peróxido de hidrogénio utilizada. Foram retiradas amostras 

periodicamente. As amostras foram filtradas e deixadas em estufa a 40 °C por 30 min para evaporação 

do solvente. As amostras foram pesadas e realizou-se a medida da atividade de esterificação. Os 

experimentos foram realizados em triplicata e os resultados são demonstrados como médias da 

atividade residual (Tzialla et al., 2010; Hernandez e Fernandez-Lafuente 2011b).  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

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 

(preparação comercial da lipase utilizada B de Candida antarctica (CAL B) imobilizada obteve 

atividade 643,564 U/g. Ambas preparações foram submetidas a estabilidade a diferentes 

concentrações de peróxido de hidrogénio (1M, 5M e 10M) como demonstrado na Figura 1. 
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Figura 1 - Inativação em diferente concentraçoes de peróxido de hidrogênio da enzima imobilizada de 

CAL B em Poliuretano (PU) e Novozyme 435. 

 

O comportamento da enzima na presença dessas elevadas concentrações de peróxido de 

hidrogênio está de acordo com o relatado na literatura (Tzialla et al., 2010; Hernandez e Fernandez-

Lafuente 2011b). No entanto, também é possível detectar diferenças na estabilidade das diferentes 

biocatalisadores, enquanto CAL B em PU submetido a solução de peróxido de hidrogênio na 

concentração de 1 M por um período de 80 dias de contato apresentou atividade residual de 36,5%. 

Em concentrações maiores, 5 M e 10 M, apresentaram atividade residual de 38% e 46%, 

respectivamente, em um período de 30 dias.  

A Novozym 435 demostrou-se pouco estável na presença de peróxido de hidrogênio na 

concentração de 1 M (após 4 dias retenção de 55%) e em 5M obteve 30% em 24 horas. A utilização 
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de peróxido de hidrogênio na concentração de 1 M, e 5 M apresentaram atividade de 15% em 24 h, 

essa taxa pela metade utilizando a concentração 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 peróxido hidrogênio sobre a enzima CAL B são pouco 

explicados na literatura de acordo com Rodrigues e Fernandez-Lafuente (2010a e 2010b). O peróxido 

de hidrogênio pode modificar diretamente alguns grupos (as áreas hidrofóbicas ao redor do centro 

ativo) ligados diretamente na catálise ou críticos 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 peróxido de hidrogênio, bem como à tendência em formar radicais, é necessário o 

uso de catalisadores bastante efetivos para que a reação de epoxidação ocorra. A utilização de ácidos 

fortes como ativadores do peróxido para que este aja com maior eficiência como doador de oxigênio é 

comum e industrialmente aplicado (Torres et al., 2012). 

 

Estudos realizados utilizando a enzima Novozym 435 em contato com o peróxido de hidrogênio 

5 % (w/w) em oito horas de reação apresentou a desativação da enzima. Esses resultados sugerem que 

este processo não pode ser feito a uma escala industrial. Mais estudos com diferentes modos de 

operação tem de ser realizados a fim de reduzir a inativação da enzima e transformar a epoxidação 

quimio-enzimática em um processo economicamente viável (Severiano, 2008).  

Torres et al. (2012), utilizaram peróxido de hidrogênio (2 M) e desenvolveram um método 

muito eficaz para a epoxidação do biodiesel com altos rendimentos e seletividade para a formação de 

epóxido (> 99%) e ainda com a possibilidade de reutilização do catalisador por sete ciclos. Hernandez 

e Roberto Fernandez-Lafuente (2011b) utilizaram a Novozym 435 para a preparação de perácido, ou 

seja imobilizaram a enzima em Sepabeads octadecilo em suporte hidrofóbicos. Esta preparação 

manteve 55% da atividade inicial ao fim de 4 dias de incubação em peróxido 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 peróxido de hidrogênio 5 M, 

foi completamente inativado após 4 h, o que demonstra que esta enzima foi, menos estável do que a 

CAL B. Além disso, a atividade CAL B perdida pode ser parcialmente recuperada através de 

incubação da amostra CAL B oxidado com boro-hidreto de sódio (Chung et al., 1998). 

Corrêa et al. (2012) utilizou lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em cerâmica e mostrou 

o seu melhor comportamento como biocatalisador para a reação de epoxidação, após 3 horas a 55 °C, 

10% de carga de enzima, 0,2% de peróxido de hidrogénio e, aplicando-se a 150 rpm como agitação, 

apresentou rendimento de epóxido era cerca de 88%.  

Estes resultados sugerem um efeito benéfico da imobilização sobre a atividade da enzima. Esta 

tendência pode estar relacionada com varias fatores como, a disponibilização facilidade do acesso de 

novos sítios ativos, possibilidade da reutilização do biocatalisador imobilizado, facilidade na 

separação do meio reacional, sem contaminação do produto final pela enzima e melhor controle do 

processo. 
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Portanto, muitos dos grupos envolvidos no a interação entre CAL B e o apoio deve ser alvos da 

modificações, sendo assim, comprova-se que a CAL B em PU possui características atípicas e oferece 

múltiplas possibilidades de investigar mais os resultados, podendo ser utilizados meios orgânicos na 

indústria. 

4. CONCLUSÕES 

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 concentrações de peróxido de 

hidrogênio. A enzima manteve níveis elevados de atividade residual por longo período, mesmo após 

usar concentrações altas (10 M) deste reagente. A enzima imobilizada comercial Novozym 435 

apresentou inativação quando testada a estabilidade em concentração de peróxido de hidrogênio a 5 

M em um período de 24 horas, o que indica que o peróxido é capaz de penetrar os poros do suporte 

deste derivado, causando a desnaturação.  
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