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RESUMO — A imobilizacdo de enzimas em suportes apropriados se constitui em uma area
de interesse quanto & melhoria de processos e reducao de custos. Sendo assim, o suporte
ideal deve adsorver irreversivelmente a enzima, sem interferir na reacdo enzimatica ou
afetar sua atividade. Neste contexto, objetivo desse estudo foi avaliar a estabilidade de
estocagem em temperaturas ambiente (10 - 25 °C) e refrigerador (2 - 8 °C) da enzima
lipase Candida antarctica B (CAL B) na forma livre e imobilizada por confinamento em
suporte de poliuretano (PU). A estabilidade da CAL B livre apresentou no decorrer de 40
dias de estocagem a temperatura ambiente, atividade residual de 52 % e em refrigerador,
34 %. Em contrapartida, o imobilizado em poliuretano mostrou-se em 375 dias de
exposicao atividades residuais de 87 % e 51 % respectivamente nas mesmas condicoes.
Os resultados mostram que esse biocatalisador imobilizado rendeu um derivado ativo e
estavel que pode ser aplicado em sintese de ésteres em reatores de leito fixo.

1. INTRODUCAO

As lipases (triacilglicerol ester hidrolases - E.C.3.1.1.3) sdo biocatalisadores de grande
importancia em diferentes areas. Sao capazes de catalisar reacdes em meios aquosos ou Organicos
liberando &cidos graxos, diacilglicerois, monoacilglicerois e glicerol (Villeneuve et al., 2000; Singh e
Mukhopadhyay 2012).

Além disso, estas enzimas principalmente a lipase B de Candida antarctica (CAL B) sdo
capazes de utilizar varios substratos e sdo altamente especificas aos seussubstratos, possuem alta
atividade para varias reacfes sob condi¢cdes brandas, estabilidade térmica, atuacdo em uma ampla
faixa de pH e elevada estéreo especificidade, dependendo do seu microambiente podem catalisar
reacoes de hidrolise ou sintese de ligagdes éster, alcoolise, amindlise, peroxidacdo, epoxidacéo,
esterificacdo, interesterificacdo ou transesterificagcdo, sendo assim podem ser usadas em varias reacoes
de interesse industrial (Salum, 2010). Principalmente na produgdo de compostos opticamente ativos
na induastria farmacéutica; producdo de ésteres usados na industria de aromas, sintese de oleato de
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cetila, um analogo do 6leo de cachalote em industrias de alimentos, sintese de lactato de butila que
possui propriedades higroscopicas, emulsificantes e esfoliantes, sintese de ésteres de vitaminas,
objetivando tornar estas Ultimas soltiveis em dleo para adi¢cdo em produtos alimenticios e outras como
esterificacdo de acucares (Brusamarelo et al., 2010; Moreno e Giraldo 2010; Paroul et al. 2011;
Wanderley et al., 2011; Abdelmajeed, 2012; Salihu et al., 2012; Silva et al., 2012),

No entanto, as enzimas na sua forma solivel sdo moléculas proteicas complexas e de certa
flexibilidade, sua atividade catalitica prove uma estrutura altamente ordenada, muito delicada e fragil,
estando sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos, durante o seu uso ou
estocadas (Richetti et al., 2009). Para que a sua utilizacdo seja economicamente viavel e eficiente, as
enzimas devem ser melhoradas antes da sua utilizagdo em processos industriais, por exemplo, pela
técnica de imobilizacdo. Assim, as lipases imobilizadas podem ser recuperadas apds as reacdes,
reutilizadas mais que uma vez, possuir facilidade na remogao da mistura reacional e ser adaptavel em
varios desenhos de reatores, estes processos, inviaveis quando esta se encontra na forma livre (Torres
etal., 2011; Mendes et al., 2013).

As técnicas de imobilizacdo e as condi¢cdes empregadas durante a imobilizacao, tipo de suporte,
natureza do solvente e variagdes de reatores podem influenciar nas propriedades das enzimas
imobilizadas. Essas condigbes podem ser moldadas para modificar as propriedades da enzima
imobilizada para uso em determinada reacdo (ldris e Bukhari, 2012). Existem varios métodos para
imobilizacdo de lipases, incluindo adsorcdo, ligacdo covalente, aprisionamento, encapsulamento e
ligacao cruzada (Dalla-Vecchia et al., 2004; Mendes et al., 2011a e 2011b; Torres et al., 2011,
Mendes et al., 2013).

O método utilizado no presente estudo consiste no aprisionamento da enzima numa matriz
polimérica. O biocatalizador pode estabelecer ligacdes quimicas ou fisicas com o suporte, mas nesse
caso ndo sofre alteracBes na sua estrutura. O processo permite modificar a porosidade da matriz,
permitindo a passagem das moléculas de massa molecular inferior ao do biocatalisador, sendo assim a
possibilidade de modificar quimicamente a matriz, introduzindo unidades eletroquimicas com
propriedades OGticas que permitem medir sinais de absorvéncia e fluorescéncia, aumentar as
resisténcias quimica e térmica; diminuir a degradacdo bioldgica, diminuir efeitos de inchamento,
aumentando a atividade enzimatica devido aos radicais livres produzidos durante a reacdo de
polimerizacdo e aumento da estabilidade mecénica (Sakai et al., 2010; Zarcula et al. 2010; Jochems et
al., 2011; Mendes et al., 2011a; Silva et al., 2012). De acordo com os diversos tipos de suportes
usados para imobilizacdo de enzimas o que tém mais se destacado nos ultimos anos, é imobilizacdo
por confinamento no processo de polimerizagdo em espuma de Poliuretano (PU) principalmente em
reacOes em meio organico devido a sua resisténcia aos solventes organicos (Correia et al, 2011) em
reagOes de hidrolise e esterificacéo (Pires et al., 2007).

A aplicacdo dos PUs como suportes enzimaticos aplicados em reagfes em meio organico foi
descrita por Pires et al. (2007) utilizando Candida rugosa em espumas de poliuretano para producéo
de etil-butirato. A utilizacdo desse suporte para imobilizacdo de enzimas também foi relatado por
Silva et al. (2013) utilizando inulinase de Aspergillus niger, avaliando a estabilidade operacional
utilizando sacarose e inulina como substratos. Fernandes et al. (2013) avaliou a imobilizacdo a baixa
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pressdo da lipase solivel de Candida antarctica B em espuma de poliuretano pelo método de
encapsulamento/inclusdo através da sua utilizacdo do meio reacional para dosagem da atividade de
sintese, indicando potencial de ampliacdo do seu uso em reacdes de interesse. Santin et al. (2014)
utilizou poliuretano na producdo de biodiesel utilizando Candida antarctica B (CALB) a baixo custo
em lotes de irradiacéo de ultra-som para a reutilizacdo da enzima.

Neste contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar a estabilidade de estocagem em temperaturas
ambiente (10 - 25 °C) e refrigerador (2 - 8 °C) da enzima lipase de Candida antarctica B (CAL B) na
forma livre e imobilizada por confinamento em suporte de poliuretano (PU).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

A imobilizacdo foi realizada utilizando a lipase de Candida antarctica do tipo B (Novozyme
NZL-102, CALB), adquirida na forma liofilizada da empresa Novozymes Latin América Ltda. A
enzima CALB liquida foi previamente diluida em H,O, na proporcdo 0,16 % (v/v) (enzima:agua). Os
mondmeros comerciais poliol e isocianato foram produzidos com uma formulacdo especifica para
colchdes e espumas injetadas, pela Empresa Flexivel Poliuretanos — Mannes. Os solventes utilizado
foram acetona (FMaia), acido Oléico (Vetec), alcool Etilico (Merck) e hidroxido de Sodio (Nuclear).

2.2. Polimerizacdo e Imobilizacéo

A reacdo de polimerizacéo para obtencdo do poliuretano (PU) foi realizada variando a razéo dos
monomeros poliol:isocianato (6:4 (v/v)), segundo metodologia de Silva et al., (2013) modificada em
relacdo a concentracdo dos mesmos. O procedimento de imobilizacdo da enzima CALB 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. Em
seguida a etapa de polimerizacédo, o poliuretano contendo a enzima (imobilizado) foi mantido durante
24 horas em dessecador para equalizacdo do teor de umidade, para posterior medida da atividade por
esterificacdo, comparando a enzima na sua forma livre.

2.3. Avaliacgdo da Estabilidade da Enzima Livre e Enzima Imobilizada

O estudo de estabilidade térmica da CAL B livre foi conduzido em frascos empendorff, com a
solucdo enzimética na concentragdo equivalente a usada no processo de imobilizacéo (0,16 %), ja o
imobilizado foi adicionado em frasco de vidro com tampa nas temperaturas ambiente (10 °C a 25 °C)
e refrigerador (2 °C a 8 °C).

2.4. Determinacao da atividade de esterificacao
A atividade de esterificacdo das foi realizada pela quantificacdo da reacdo 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
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em agitador orbital. Aliquotas de 500 puL foram retiradas do meio reacional em triplicata no inicio da
reacdo. A cada amostra foram adicionados 15 mL de uma solucéo de acetona-etanol (1:1) (v/v) para
paralisar a reacdo e para extracdo do acido oleico segundo Paroul et al (2010 e 2011). A quantidade
de &cido consumida foi determinada por titulacdo com NaOH 0,05 M. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que consome 1pmol de acido graxo por minuto,
nas condicdes do ensaio segundo Brigida et al. (2010).

2.5. Célculo do Rendimento de Imobilizacédo

O rendimento do imobilizado foi calculado considerando a atividade total da enzima livre em
solucdo (a qual considera o volume de extrato enziméatico empregado no ensaio de imobilizacdo) e a
atividade total do imobilizado (o qual considera a massa total de imobilizado produzido) de acordo
com Brigida et al (2010)

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Testes iniciais demonstram um efeito positivo da massa de enzima adicionada sobre a atividade
de esterificacdo até um determinado percentual, no caso até 0,16 %, proporcionando um rendimento
na imobilizacdo, considerando a quantidade de enzima livre (160 mg) emprega na etapa de
incorporacéo, e a atividade calculada considerando a atividade total do suporte PU (10,0 g), onde a
atividade inicial da enzima livre de 489,2 U/g, proporcionando um imobilizado com atividade de
1149, 00 U/g, tendo assim um rendimento de 250 %.

O presente estudo comprova a tendéncia na qual a enzima no seu estado livre apresenta
atividade residual inferior a da enzima imobilizada quando armazenada em diferentes temperaturas. A
enzima livre apresentou atividade residual de 52 % e 34 % em temperatura ambiente e refrigerador
por um periodo de 40 dias de armazenamento. Em contrapartida, a enzima CAL B imobilizada em PU
apos 375 dias de armazenamento apresentou comportamento estavel com atividade residual de 87 % e
51 % quando armazenadas em temperatura ambiente e refrigeragdo, respectivamente, conforme
mostrados na Figura 1. Esse fato pode ser decorrente do aumento da estabilidade do catalisador ou
modificagdes na estrutura do suporte favorecendo a estabilidade do imobilizado.

O experimento usando a enzima CAL B imobilizado em Accurel (polipropileno) e poliestireno
aumentou de trés vezes no tempo de estabilidade em relacdo a enzima livre, que apresentou um tempo
de meia vida de apenas 5 dias (Branco et al., 2008). J& o uso da invertase imobilizada em PU obteve
uma estabilidade por um periodo de 60 dias, sem perda consideravel atividade (68,5 % de retencdo da
atividade) (Cadena et al., 2010).

Muruci et al. (2012) estudaram a enzima de Aspergillus niger em fermentacdo semi-sélida
obterem em 30 dias de estocagem sob refrigeracdo, a enzima manteve-se com 52,2 % de atividade
residual, porém, com 120 dias houve uma perda de 94 % de sua atividade residual. Giraldo e Diaz
(2013) em pré-tratamento de aguas residuais na industria lactea com a lipase Candida rugosa
imobilizada em organobentonita no pré-tratamento das aguas residuais, obteve em sua pesquisa
atividade durante o armazenamento a 4 °C por uma semana uma excelente estabilidade operacional.
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Na obra de Jeganathan et al., (2006) utilizada uma lipase Candida rugosa para a hidrdlise de
gorduras, e este pode ser utilizado por 4 ciclos de reagdo com uma retencédo de atividade de 55 %. Os
resultados deste trabalho, comparados com os da literatura, demostram que o imobilizado de Candida
antarctica B em PU apresenta-se como um derivado ativo e estavel e pode ser aplicado em sintese de
ésteres em reatores de leito fixo.
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Figura 1 - Comportamento da enzima Candida antarctica B na forma livre e imobilizada em PU
submetida a diferentes temperaturas de estabilidade.

4. CONCLUSOES

O processo de imobilizagdo proporcionou um aumento de =~ 250 % da atividade da enzima
imobilizada em relacdo a livre, este resultado sugere um efeito benéfico da imobilizacdo sobre a
atividade da enzima. Estes resultados indicam efeito positivo da imobilizacdo sobre a atividade da
enzima, proporcionando uma tendéncia que pode estar relacionada com varias fatores como a
disponibilizacdo, facilidade do acesso de novos sitios ativos, facilidade na separacdo do meio
reacional, sem contaminagcdo do produto final pela enzima e melhor controle do processo e
possibilidade da reutilizacdo do biocatalisador imobilizado. A imobilizacdo da lipase CAL B em PU
por confinamento no processo de polimerizacdo, € uma técnica promissora, relacionando a
simplicidade do processo, o baixo custo do suporte e a capacidade de aplicacdo do biocatalizador em
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reacOes de interesse na industria de alimentos.
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