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RESUMO - A tecnologia enzimatica ¢ uma alternativa que visa substituir os
processos quimicos, uma vez que os biocatalisadores envolvem processos com
menor impacto ambiental, s3o mais especificos, e apresentam-se como uma
ferramenta promissora para sintese de compostos de alto valor agregado. A lipase
de Candida antarctica B (CALB) ¢é conhecida por sua eficiéncia e elevada
seletividade, utilizada em uma gama de aplicagdes e na substituicdo de processos
sintéticos industriais. Na forma imobilizada, esta enzima, oferece algumas
vantagens operacionais, como na escolha de processos descontinuos ou continuos,
tempo de reagdo, controle do processo. A imobilizagdo pelo método de
confinamento ou por ligagdes covalentes em situ em espuma flexivel de
poliuretano de densidade D30 e D18, utilizada neste estudo ¢ uma técnica
confiavel para contornar a lixiviagdo ¢ para aumentar a estabilidade da enzima
imobilizada. Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o tempo de estocagem
da lipase de Candida antarctica do tipo B livre e imobilizada em espuma flexivel
de poliuretano (PU) de diferentes densidades (D30 e DI18) submetidas a altas
temperaturas (40, 60 e 80 °C). Apds 180 dias, as amostras ainda apresentam
atividade residual de 30%, para todas as temperaturas. A quantificacdo da
atividade de esterificacdo foi realizada por titulometria. A exposi¢ao a altas
temperaturas resultou em resultados que demonstram que a utilizagdo de espumas
de poliuretano, como suporte na imobilizagdo de enzimas, resulta em um aumento
da estabilidade. Os resultados mostram que esse biocatalisador pode ser aplicado
na sintese continua de ésteres utilizando-se reatores de leito fixo em diferentes
temperaturas reacionais.

1 INTRODUCAO

As lipases s3o reconhecidas como o mais importante grupo de biocatalisadores devido a
sua ampla gama de substratos e meios de reacdes com uma elevada seletividade,
especificidade e versatilidade, Essa habilidade ¢ conhecida como “promiscuidade
enzimatica”, apresentando importancia em hidrolisar 6leos e gorduras no tratamento de
efluentes com alto teor de gordura e atuarem na interface organico-aquoso (Mendes e Castro
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2013). No entanto a utilidade lipases continua a ser um desafio significativo, por seres
sensiveis, instdveis e insoliveis em solventes organicos. Para isso a tecnologia de imobilizar
enzimas ganhou impulso, no que se refere na facilidade de separagdo dos produtos,

reutilizagdo, eficiéncia catalitica, estabilidade e reducdo nos custos do processo (Sheldon e
Van Pelt, 2013).

Sendo assim, os poliuretanos t€ém sido investigados principalmente na utilizagdo como
suportes enzimaticos, onde a enzima fica retida na estrutura porosa da matriz. Por possuir
certa flexibilidade e com variedade de compostos diferentes de propriedades fisicas, quimicas
e morfologicas de acordo com necessidades especificas de aplicagdo (Albiquim, 2014).
Entretanto o objetivo desse estudo foi avaliar o processo de imobilizagdo in situ em suporte
em espuma flexivel de Poliuretano (PU) de densidade D30 e D18, utilizando a propor¢ao dos
monomeros, surfactantes, extensores de cadeia e 4gua, bem como a estabilidade de operagao
submetidas a altas temperaturas (40, 60 e 80 °C), da enzima livre e imobilizada e seus
respectivos reusos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1Procedimento de Imobilizacio

O procedimento experimental para imobilizacdo da Candida antarctica B (CAL B) em
espuma flexivel de PU de densidade 30 e 18, foi realizada utilizando a propor¢do dos
mondmeros, surfactantes, extensores de cadeia e agua, proporgdes essa cedidas pela empresa
Tasca Estofados e Cia (empresa produtora de espuma flexivel de poliuretano), a qual também
ofertou as matérias primas para a fabrica¢do da espuma flexivel de PU.

O emprego da enzima foi em estado liquido, com preparo de solucdo enzimatica (2 g
em 20 mL de agua destilada). O imobilizado foi produzido pela mistura da enzima em solugao
(correspondendo a 10 % do volume total dos mondmeros).

Cabe ressaltar que o método de imobilizagdo utilizado nesta pesquisa consiste no
método de encapsulamento, onde ocorre a formacao de uma estrutura porosa na presenca da
enzima, envolvendo-a em uma estrutura tridimensional, realizando o ‘“confinamento” da

proteina no polimero insolivel, resultando no biocatalisador imobilizado (Dalla-Vecchia et
al., 2004; Gongalves, 2007).

2.2 Atividade Enzimatica-Esterificacao

A atividade de esterifica¢do das foi realizada pela quantificacdo da reagdo de sintese do
acido oleico e etanol (razdo molar 1:1 (v/v)). A reagdo foi conduzida a 40 °C, 160 rpm por 40
min. Esta foi iniciada pela adi¢do 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 reag¢do. A cada amostra foram adicionados 15 mL de uma
solucdo de acetona-etanol (1:1) (v/v) para paralisar a reagdo e para extragdao de éster de oleato
de etila segundo Paroul et al (2010 e 2011). A quantidade de acido consumida foi determinada
por titulagdo com NaOH 0,05 M até pH 11. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima que consome 1pumol de &cido graxo por minuto, nas condi¢des
do ensaio. A atividade enzimatica foi calculada baseando em Brigida et al., 2010).
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2.3 Calculo do Rendimento de Imobilizacao

O rendimento do imobilizado foi calculado considerando a atividade total da enzima
livre em solucdo (volume de extrato enzimatico empregado no ensaio de imobilizagdo) e a
atividade total do imobilizado (massa total de imobilizado produzido) (Brigida et al., 2010).

3.RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Avaliac¢ao da estabilidade térmica da CALB livre

O estudo da estabilidade de estocagem ¢ importante, pelo fato de permitir observar o
comportamento da enzima e quanto de sua atividade inicial ¢ mantida ao longo do tempo de
armazenamento nas diferentes temperaturas.

Inicialmente fez-se o estudo da estabilidade de estocagem da lipase na sua forma livre e
observa-se uma diminui¢do da atividade com o tempo de contato para todas as temperaturas
avaliadas, bem como uma relagdo direta com a temperatura. As maiores temperaturas
apresentaram desativagdes mais rapidas. Para a temperatura de 80°C a inativagdo foi total com
6 horas de contato. Para as temperaturas de 60 e 40°C a inativagdo total somente foi
observada com 72 h de contato para ambas como mostrado na Figura 1.

Figura 1 - Estabilidade de estocagem frente e altas temperaturas para a Lipase B de
Candida antarctica
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3.2 Avaliac¢ao da estabilidade térmica da CALB de densidade 30 e 18

A Figura 2 apresenta a estabilidade de estocagem frente a altas temperaturas para a
enzima imobilizada em poliuretano de densidade D30 (a) e 18 (b), respectivamente.

Figura 2 - Estabilidade de estocagem em altas temperaturas para a enzima imobilizada
em poliuretano de densidade D30 e 18
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De acordo com a enzima imobilizada em poliuretano de densidade D30 (Figura 2a), a
qual apresentou o mesmo comportamento ao longo do tempo para todas as temperaturas de
estocagem estudadas (40, 60 e 80 °C) manteve-se acima de 50% no mesmo periodo, podendo-
se assim concluir que a enzima imobiliza em poliuretano de densidade D30 ¢ estavel a
temperaturas altas temperaturas.

Como pode ser observado a enzima imobilizada em poliuretano de densidade D18
(Figura 2b) apresentou o mesmo comportamento ao longo do tempo para todas as
temperaturas de estocagem estudadas, porém quando a enzima imobilizada foi submetida a
temperatura estocagem igual a 60°C, esta apresentou a maior queda de atividade residual
(50%) em apenas 60 dias, seguida da 40°C em 90 dias ¢ possivel concluir que a enzima
imobilizada em poliuretano de densidade D18 € mais estavel em temperatura de 80°C .

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 (Blanco ef al., 2004).

Yilmaz et al. (2010; 2011), observou que as lipases de Candida rugosa imobilizadas em
matriz sol-gel mantinham uma atividade residual de = 90 % por 50 dias quando armazenadas
a 4°C enquanto a enzima livre, apos 12 dias apresentou 15 % da atividade residual.

4, CONCLUSAO

A utilizacdo de espumas flexivel de poliuretano, exposta a altas temperaturas
demonstram que como suporte na imobilizagdo de enzimas tem eficacia, pois como resposta,
houve um aumento da estabilidade. Os resultados mostram que esse biocatalisador pode ser
aplicado na sintese continua de ésteres utilizando-se reatores de leito fixo em diferentes
temperaturas reacionais.
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