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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicação da lipase imobilizada 

em PHBV e PU na catálise de reações para síntese enzimática dos ésteres geranil 

oleato, geranil propionato e oleato de etila. A enzima utilizada nesta pesquisa foi a 

lipase de Candida antarctica B (Novozymes NZL-102, CAL B), adquirida na 

forma líquida da empresa Novozymes Latin América Ltda. A enzima CalB foi 

imobilizada em nanopartículas de poli-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato (PHBV) 

e espuma de poliuretano (PU). A aplicação do imobilizado nas reações de 

produção de geraniol oleato apresentou 88,0 e 87,7% de rendimento, para o 

PHBV e PU, respectivamente. Para a síntese de oleato de etila, a CalB 

imobilizada em PHBV e PU apresentou 17,4 e 19,3% de rendimento, 

respectivamente. Na síntese de geranil propionato ambas as enzimas imobilizadas 

não apresentaram rendimento. Em termos de aplicação da lipase CalB imobilizada 

em nanopartículas de PHBV e espuma de poliuretano ambas apresentaram 

conversão para síntese de geranil oleato e oleato de etila. 

 

1. INTRODUÇÃO  

A aplicação das lipases como biocatalisadores em processos industriais tem ocorrido 

em indústrias alimentícias, têxtil, de papel; e celulose, detergentes, óleos e gorduras, etc. 

Assim, esta classe de enzimas vêm conquistando uma faixa crescente do mercado de enzimas 

industriais com novas aplicações biotecnológicas estabelecidas com sucesso na síntese de 

biopolímeros e biodiesel, a produção de compostos farmacêuticos enantiopuros, agroquímicos 

e sabores (flavour) (Dalla Vecchia et al., 2004; Hasan et al., 2006; Kapoor e Gupta, 2012). 

De acordo com Castilho (2001) é de suma importância a escolha da enzima “ideal” 

que será utilizada no processo após a investigação sobre os fatores que influenciam sua 

aplicação em processos industriais. Esta definição repercute na necessidade de estudos quanto 

ao uso de lipases principalmente em aplicações industriais de larga escala, devido suas 

características peculiares, pois são biocatalisadores acessíveis, ou seja, de fácil produção, 

baixo custo de geração, não requerimento de cofatores, operação em condições brandas de 

temperatura e pH, minimização de problemas de isomerização, racemização e rearranjo e 

estabilidade à solventes orgânicos. 
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Assim as lipases, fazem parte de um grupo de enzimas onde o interesse comercial tem 

aumentado, em função da possibilidade de reverter sua forma de atuação em meio orgânico, 

de tal forma que reações de esterificação e interesterificação possam ser conduzidas. Tais 

reações são de extrema importância para o desenvolvimento de novas rotas de processo, para 

obtenção de produtos novos ou conhecidos a custos mais competitivos ampliando, 

simultaneamente, o potencial de aplicação das enzimas em processos (Castro et al., 2004; 

Aravindan et al., 2007; Idris e Bukhari, 2012). 

Portanto, a imobilização apresenta-se como uma alternativa atraente, possibilitando 

produzir biocatalisadores mais estáveis e com boa especificidade ao substrato, eliminando 

assim, algumas restrições do uso das enzimas em processos industriais (Zanin et al., 2004). A 

escolha de um biocatalisador imobilizado está relacionada com a possibilidade de aplicação, 

atividade catalítica, viabilidade de operação contínua do processo, maior facilidade de 

controle e de separação do produto final, além do aumento de estabilidade ao meio reacional, 

pH e à temperatura, entre outros (Mendes et al., 2011). 

Neste contexto, muitos dos ésteres disponíveis são produzidos por sínteses 

enzimáticas. A produção biotecnológica de ésteres utilizando lipases tem recebido atenção 

devido às condições de reações brandas (temperatura, pH e pressão) envolvidas, o elevado 

grau de pureza alcançado, bem como a aceitação destes produtos na indústria de alimentos 

(Martínez et al., 2004). 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a aplicação da lipase de Candida antarctica B 

imobilizada em nanoparticulas de PHBV e espuma de PU na catálise de reações para síntese 

enzimática dos ésteres geranil oleato, geranil propionato e oleato de etila. 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

2.1. Metodologia  

A enzima utilizada nesta pesquisa foi a lipase de Candida antarctica B (Novozymes 

NZL-102, CalB), adquirida na forma líquida da empresa Novozymes Latin América Ltda. A 

enzima CalB foi imobilizada em nanopartículas de poli-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato 

(PHBV) e espuma de poliuretano (PU). 

Poli (hidroxibutirato-co-hidroxivalerato): o polímero poli(hidroxibutirato-co-

hidroxivalerato) (PHBV) com massa molar (Mw) de 196.000 e índice de poli dispersão de 

1,85 foi gentilmente cedido pela empresa PHB Industrial S/A. O polímero foi submetido a 

uma pré-purificação, pela sua dissolução em clorofórmio e posterior precipitação em n-

heptano para retirada de impurezas.  

Poliuretano: Os monômeros comerciais poliol e isocianato, utilizados nesse trabalho 

foram produzidos com uma formulação específica para colchões e espumas injetadas pela 

Empresa Flexível Poliuretanos - Mannes. O PU formado com os referidos monômeros resulta 

no PU do tipo flexível.  
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2.2. Imobilização da CalB utilizando PHBV como suporte 

Precipitação do polímero PHBV para formação de nanopartículas: A precipitação do 

poli (hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) purificado foi realizada utilizando dióxido 

de carbono supercrítico como antissolvente e diclorometano como solvente orgânico 

utilizando a técnica de Dispersão da Solução Melhorada por Fluidos Supercríticos (SEDS) 

para formação das nanopartículas, utilizando a metodologia descrita por Franceschi (2009) e 

Fernandes (2013). O polímero PHBV foi adicionado a 40 mL de diclorometano. 

Dentre os parâmetros investigados, foram mantidos constante a concentração de 

PHBV (30 mg.mL-1), pressão da solução orgânica (80 bar), a taxa de fluxo da solução de 1 

mL.min-1, taxa de fluxo antissolvente de 40 mL.min-1 e temperatura de 40 °C, com capilar 

de 100 μm, com base no trabalho de Franceschi (2009).  

Processo de imobilização da CalB utilizando PHBV como suporte: Em tubos de 

centrífuga de 50 mL, foram adicionados 0,1 g de nanopartículas de PHBV e 10 mL de solução 

enzimática da lipase CalB. Os tubos foram mantidos sob agitação suave de 7 rpm (Silva et al., 

2012) em agitador rotatório. Os parâmetros de imobilização, tempo de contato da enzima com 

as partículas de PHBV e o pH da solução enzimática, foram avaliados, buscando verificar a 

influência destes parâmetros no processo de imobilização da CalB utilizando PHBV como 

suporte. O tempo de imobilização foi avaliado em 30, 60, 90, 120 e 150 min, em tampão 

fosfato de sódio 25 mM, pH 7, segundo metodologia proposta por Rodrigues et al. (2008). 

A avaliação do efeito do pH na imobilização da enzima foi realizada utilizando-se o 

melhor tempo de imobilização (120 min) em diferentes tampões, na concentração de 25 mM, 

seguindo a faixa de pH estipulada para cada solução tampão, ou seja, acetato de sódio para pH 

5; fosfato de sódio para os pHs 6, 7 e 8; tris aminometano para pH 9 e carbonato de sódio para 

pH 10. Posteriormente, separou-se o suporte PHBV impregnado da enzima (imobilizado) da 

solução enzimática (sobrenadante) por filtração a vácuo, realizando-se lavagem com água 

destilada sob filtro do aparato conectado a bomba a vácuo. Após, o imobilizado foi mantido 

durante 24 horas em dessecador para equalização do teor de umidade. 

2.3. Imobilização da lipase CalB utilizando poliuretano como suporte 

Polimerização de monômeros: A reação de polimerização do poliuretano foi realizada 

variando a razão molar dos monômeros poliol:isocianato  (5:2, 5:3. 5:4, 5:5  e 3:5 (v/v)), com 

base no trabalho realizado por Silva et al. (2013) modificado. A reação de polimerização foi 

conduzida com auxílio de uma seringa graduada pela qual os monômeros foram misturados e, 

posteriormente, homogeneizados com o auxílio de um bastão de vidro, durante 30 segundos. 

Após esta etapa ocorreu o estágio de polimerização (5 min) do poliuretano, expansão da 

espuma e completa solidificação (Silva et al., 2013, modificado).  

Processo de imobilização da CalB utilizando PU como suporte: A imobilização foi 

conduzida adicionando 10% do volume de Candida antarctica B diluída, aos monômeros. 

Para a imobilização, a enzima foi homogeneizada no monômero poliol e após, ao isocianato,  

sendo o recipiente mantenedor da mistura envolto em banho de gelo, buscando evitar o 

aumento excessivo da temperatura devido à reação exotérmica gerada pela mistura dos 
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monômeros. Após a etapa de polimerização, o poliuretano contendo a enzima (imobilizado) 

foi mantido durante 24 horas em dessecador para equalização do teor de umidade.  

2.4. Avaliação da aplicação de lipases na catálise de reações de interesse 

Esterificação enzimática de geraniol e ácido oleico: A esterificação enzimática foi 

realizada conforme condições otimizadas em trabalho anterior (Paroul et al., 2011), onde 

misturou-se álcool geraniol e ácido oleico na proporção molar de 3:1. Os substratos foram 

adicionados em Erlemeyers de 50 mL com volume médio reacional de 5 mL. Foram 

adicionados ao meio reacional 10 esferas de peneira molecular. Pesou-se 0,5 g (10% (p/p)) em 

relação aos substratos) da enzima CalB imobilizada em PHBV e PU, onde o tempo reacional 

foi contado a partir da adição da enzima. Todos os experimentos foram realizados em agitador 

orbital com agitação constante de 160 rpm e temperatura de 40 °C. Após o término do tempo 

de reação que foi fixado em 6 horas, o biocatalisador foi filtrado com papel filtro. A 

quantificação da conversão em ésteres foi realizada por titulação com NaOH 0,05 M até pH 

11.  Posteriormente, foi efetuada a determinação do rendimento da síntese de geranil oleato. 

Esterificação enzimática de geraniol e ácido propiônico: A esterificação enzimática foi 

realizada conforme condições otimizadas em trabalho anterior (Paroul et al., 2010), onde 

misturou-se álcool geraniol e ácido propiônico na proporção molar de 3:1. Os substratos 

foram adicionados em Erlemeyers de 50 mL com volume médio reacional de 5 mL. Foram 

adicionados ao meio reacional 10 esferas de peneira molecular. Pesou-se 0,5 g (10% (p/p)) em 

relação aos substratos) da enzima CalB imobilizada em PHBV e PU, onde o tempo reacional 

foi contado a partir da adição da enzima. Todos os experimentos foram realizados em agitador 

orbital com agitação constante de 160 rpm e temperatura de 40 °C. Após o término do tempo 

de reação que foi fixado em 6 horas, o biocatalisador foi filtrado com papel filtro. A 

quantificação da conversão em ésteres foi realizada por titulação com NaOH 0,05 M até pH 9. 

Posteriormente, foi efetuada a determinação do rendimento da síntese de geranil propionato. 

Esterificação enzimática de ácido oleico e etanol: A avaliação da capacidade de reação 

da CalB imobilizada em PHBV e PU na reação de síntese do oleato de etila foi realizada 

através da reação do ácido oleico e etanol (razão molar (1:1) descrita por Ferraz et al. (2012) 

modificado. A reação foi conduzida a 40 °C, durante 40 minutos, em frascos de vidro 

fechados, mantidos em agitador orbital a 160 rpm. Alíquotas de 500 μL foram retiradas do 

meio reacional em triplicata e adicionado cada alíquota 15 mL de uma solução de acetona-

etanol (1:1) (v/v) (Paroul, 2011). Posteriormente, foi efetuada a determinação do rendimento 

da síntese de oleato de etila. 

Determinação do rendimento das reações de síntese: A determinação do rendimento foi 

realizada segundo Paroul (2011), conforme mostram as Equações 1, 2, 3 e 4: 

                                         (1) 

    
            

  
                       (2) 

    
     

  
                                   (3) 
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                           (4) 

 

Sendo: 

Ar : ácido que reagiu (mol); C: concentração de NaOH (mol.L
-1

); m: massa de ácido (g); Ma: 

mols de ácido oleico (mol); MM: massa molar (g.mol
-1

); Qa : quantidade de ácido (mol); R: 

rendimento de conversão (%); v: volume gasto de NaOH (L); vt: volume total (mL); va: 

volume de amostra (mL). 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Avaliação da imobilização da CalB em PHBV 

Considerando que a enzima CalB apresenta-se na forma líquida, a imobilização desta em 

nanopartículas de PHBV através do método de adsorção se torna um alternativa viável. Portanto, o 

polímero PHBV purificado foi precipitado utilizando a técnica de alta pressão (conforme 

apresenta o item 2.2), para formação das nanopartículas. 

O  estudo do tempo de imobilização da lipase Candida antarctica B diluída em solução 

tampão fosfato de sódio 25 mM, pH 7 em nanopartículas de PHBV indicou o período de contato 

de 120 min, entre a enzima e o suporte necessário para que houvesse um bom fator de 

imobilização. Resultados similares foram obtidos por Brigida (2006), onde a atividade hidrolítica 

da CalB solúvel imobilizada em fibra de coco verde permaneceu inalterada após 120 min a pH 7. 

Levando em consideração que o ponto isoelétrico da lipase CalB é o pH 6, os resultados 

obtidos neste estudo indicaram uma faixa de pH ótimo próxima do ponto isoelétrico da enzima 

(Uppenberg et al., 1994; Rodrigues et al., 2008; Sun et al., 2010; Liu et al., 2011).   

3.2. Avaliação da imobilização da CalB em PU 

A avaliação das condições de imobilização permitiu identificar que na razão 5:3 (v/v) 

de poliol/isocianato, ocorreu a formação de uma espuma mais flexível com poros uniformes e, 

portanto, esta foi a proporção empregada na avaliação da imobilização da CalB. A quantidade 

de enzima previamente diluída em tampão, 10% (v/v), foi previamente adicionada ao 

monômero poliol. Após uma etapa de mistura, fez-se a adição do isocianato, deixando 

polimerizar por 5 minutos. A espuma formada apresentou uma boa uniformidade na estrutura 

polimérica, o que indica que ocorreu imobilização da enzima. 

3.3 Avaliação da aplicação da lipase CalB imobilizada na catálise de reações de 

síntese 

A aplicação da lipase imobilizada em PHBV e PU na catálise de reações para síntese 

enzimática dos ésteres geranil oleato, geranil propionato e oleato de etila estão apresentados 

na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Conversões reacionais obtidas nas reações catalisadas pela CalB 

imobilizada em PHBV e PU na esterificação de geraniol com ácido oleico e propiônico e do 

ácido oleico e etanol. 

 Conversão da Lipase CalB 

Imobilizada (%) 

 PHBV PU 

Geranil oleato 88,0 87,7 

Geranil propionate 0 0 
Oleato de etila 17,4 19,3 

 

A aplicação do imobilizado nas reações de produção de geraniol oleato apresentou 

88,0 e 87,7% de rendimento, respectivamente. Resultado similar foi reportado por Paroul et 

al. (2011), onde foi utilizada a razão molar geraniol:ácido oleico 3:1 (v/v), a 40 °C, 160 rpm 

com 10% enzima imobilizada, obtendo um rendimento de 93,0 %. Para ambas as enzimas 

imobilizadas, a reação com geraniol e ácido propiônico não apresentou conversão. Para a 

síntese de oleato de etila, a CalB imobilizada em PHBV e PU apresentou 17,4 e 19,3 % de 

rendimento, respectivamente. 

Alguns estudos apresentados na literatura relatam a esterificação enzimática em 

sistema livre de solvente com diferentes ácidos graxos e alcoóis. Paroul (2011) otimizou a 

produção de geranil propionato na condição de razão molar 3:1 (geraniol : ácido propiônico) e 

10% de enzima Novozym 435, alcançando uma conversão média de 94,6% em produto. 

4. CONCLUSÃO 

Em termos de aplicação da lipase CalB imobilizada em nanopartículas de PHBV e 

espuma de poliuretano ambas apresentaram conversão para síntese de geranil oleato e oleato 

de etila. 

De um modo geral, a lipase CalB imobilizada em  nanoparticulas de PHBV e espuma 

de  PU utilizada para a esterificação enzimática conduziram a conversões satisfatórias, 

indicando que um estudo mais detalhado deve ser realizado, buscando a otimização do 

processo, para os extratos que apresentam, neste sistema reacional, maior potencial de 

aplicação como biocatalisador. 
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