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RESUMO - Os processos que utilizam lipases sdo especialmente atraentes em
funcdo das diferentes aplicagcdes. A enzimas imobilizadas possibilita uma maior
estabilidade e a produc¢do de biocatalisadores com aplicacdes industriais. O
poliuretano permite o reuso da enzima reduzindo os custos de produgdo além de
facilidade no processo. O presente trabalho teve como objetivo a imobilizagao da
lipase Candida antarctica B (Novozyme) em espuma flexivel de PU de
densidades diferente (D18 e D30), avaliando a capacidade de reuso na sintese do
etiloleato. Para a avaliacdo do processo de reutilizacdo, apds cada reagdo da
quantificagdo da atividade de esterificacdo, o excedente do produto da reagao de
esterificacdo era retirado. Em seguida uma nova quantidade de solu¢do padrao —
SmL (acido oleico:etanol) era adicionado ao imobilizado e era realizado uma nova
reacdo e assim sucessivamente até o imobilizado atingir 50% da sua atividade
residual inicial. A quantificacdo da atividade de esterificagao foi realizada por
titulometria. Ao final do estudo foi observado um total de 6 e 4 reciclos com
atividade residual de 50 % para os imobilizados em espuma flexivel de PU- D18 e
D30 respectivamente. Para a enzima livre o numero de reciclos foram 4, porem,
com atividade enziméatica menor que 20%.

1. INTRODUCAO

As lipases tém sido utilizadas com grande sucesso com para catalisar reacdes de
esterificacdo, transesterificacdo e interesterificagdo, pois representam melhorias significativas
no processo, principalmente no que se refere aos custos operacionais, como no tempo de
reacdo, consumo de energia, mao de obra e alta atividade catalitica (Pires-Cabral et al., 2010).
Sendo utilizados tanto na industria (alimentos, cosméticos e perfumes, biomédicos, pesticidas,
detergentes) e em niveis académicos (Brigida ef al., 2010; Nyari, 2013).

Esteres etilicos (oleatos) também podem ser utilizados como plastificantes e
lubrificantes, aditivos bioldgicos e fluidos hidraulicos, sendo assim uso tém sido dificultados
devido aos baixos valores e a incapacidade de reutilizacdo, alem de técnicas para a
conservagdo de alimentos através da adicdo de ésteres etilicos. No entanto, a maior parte
destes produtos ¢ obtida por via quimica. Sendo assim, sugere a incorporacdo de novas
técnicas para a produgdo de compostos biodegraddveis, biocompativeis e essencialmente nao-
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toxicos. Em resumo, a produgdo biotecnoldgica destes produtos na industria de alimentos
esses compostos tém vdarias vantagens sobre os ésteres sintéticos, tais como degradabilidade;
podem ser sintetizadas a partir de substratos renovaveis, condi¢des reacionais brandas
envolvidos, elevado grau de pureza alcangado ¢ a baixa toxicidade (Neta et al., 2012).

O objetivo do presente estudo foi desenvolver através do método de esterificacdo do
acido oleico com etanol a producao de ésteres de oleato de etila utilizando uma lipase do tipo
B de Candida antarctica imobilizada em situ em espuma flexivel de poliuretano (PU), sendo
conhecida pela capacidade e versatilidade de imobililizar enzimas, enfatizando a atividade do
catalizador e estabilidade operacional em reagoes de estereficacao.

2 MATERIAIS E METODOS

A enzima utilizada foi a lipase de Candida antarctica B (Novozyme NZL-102-LYO-
HQ) e a propor¢ao dos monomeros, surfactantes, extensores de cadeia e agua para as
diferentes densidade de estudos, foram cedidas pela empresa Tasca Estofados e Cia (empresa
produtora de espuma flexivel de poliuretano). Os solventes utilizados foram hexano (Quimex
97% de pureza), metanol (Quimex 97% de pureza) e etanol (Quimex 97% de pureza).

2.1 Imobilizacao

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). O processo de preparo para
imobilizacao da Candida antarctica B em espuma flexivel de PU de densidade 30, inicia com
a mistura dos monomeros (poliol e copolimero) em um béquer, os quais sdo homogeneizados
por 15 segundos. Em seguida ¢ adicionada a essa mistura a solugdo enzimatica a qual também
se faz a homogeneizacdo. Apos ¢ incorporado a mistura do béquer, a ASA (amina, silicone e
agua), em concomitante ¢ feita a adi¢ao do estanho, e por fim € vertido ao béquer o isocianato
o qual da o “star” da polimerizagdo. A mistura completa ¢ polimerizada em forma de aluminio
previamente untada com vaselina solida. Para ambas as densidades o procedimento de
imobilizacao foi 0 mesmo.

Apés aproximadamente 1 minuto ocorreu a expansdo da espuma e completa
polimerizacdo da mesma, possibilitando visualizar algumas -caracteristicas da espuma
formada, como conformagao, flexibilidade, maciez, firmeza, porosidade interna e resisténcia
(Zaiat 1996, Lucas et al. 2001; Santos 2011). Cabe ressaltar que o método de imobilizagao
utilizado nesta pesquisa consiste no método de encapsulamento, onde ocorre a formagdo 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).
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2.2 Atividade Enzimatica- Esterificacao

A atividade de esterificacdo das foi realizada pela quantificagdo da reagdo de sintese do
acido oleico e etanol (razdo molar 1:1 (v/v)). A reacdo 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 puL foram retiradas do meio
reacional em triplicata no inicio da rea¢do. A cada amostra foram adicionados 15 mL de uma
solucao de acetona-etanol (1:1) (v/v) para paralisar a reagdo e para extragao de éster de oleato
de etila segundo Paroul et al., (2010 e 2011). A quantidade de &cido consumida foi
determinada por titulagio com NaOH 0,05 M at¢ pH 11. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que consome 1umol de acido graxo por
minuto, nas condi¢des do ensaio. A atividade enzimatica foi calculada baseando em Brigida ef
al.,2010).

2.3 Determinac¢ao do Rendimento

O rendimento do imobilizado foi calculado pela porcentagem da razao da atividade total
da enzima livre em solugdo utilizado na imobilizacdo e da atividade total do imobilizado (o
qual considera a massa total de imobilizado produzido (Brigida ef al., 2010).

3. RESULTADO E DISCUSSOES

A reutilizacdo de enzimas em mais de um ciclo de reagdo ¢ um dos principais objetivos
da imobilizagdo, este fato ¢ importante para as enzimas devido ao seu preco elevado, visto
que, o custo da enzima ¢ um dos principais problemas quando se refere a sua aplicagao
industrial. Normalmente, considera-se que uma enzima pode ser reutilizada até a sua atividade
ser maior ou igual a 50 % do valor da atividade inicial (Ficanha, 2014).

A possibilidade de reutilizar a lipase de Candida antarctica B imobilizada foi
determinada por reacdes de sintese de oleato de etila empregando dois diferentes métodos de
reusos: Reuso continuo (sem lavagem) e a cada 24 horas com lavagem em diferentes
solventes organicos, apresentados nas Figuras 1.
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Figura 1 - Numero de reciclos da lipase imobilizada em PU de densidade D30, D18 e da
lipase Novozyme 435 com reuso continuo.
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Como pode-se observar na Figura 1, a lipase imobilizada em poliuretano de densidade
D30 e D18, apresentou um numero de reciclos igual a 5, com atividade residual em torno de
50% no 5 reciclo, ou seja, estas enzimas imobilizadas (D30 e D18) poderiam ser utilizadas em
torno de 5 vezes em um mesmo processo reacional para sintese do oleato de etila. Ja a lipase
Novozyme 435, no processo reacional para sintese do oleato de etila, perdeu 50% de sua

atividade residual no 1 ciclo, e a partir do 2 ciclo apresentou atividade residual em torno de
20%.

Ao se comparar a enzima lipase Novozyme 435 com a lipase imobilizada no suporte de
poliuretano de diferentes densidades, D30 e D18, pode-se verificar que a enzima imobiliza no
poliuretano, independentemente de sua densidade, apresenta um numero maior de reciclos e
com atividade residual superior a 50%. Nyari, (2013), estudando o processo de imobiliza¢dao
de CALB em PU rigido obteve 30 reciclos em sistema de reuso continuo, resultado este,
supeior aos obtidos no presente estudo com PU flexivel.

4. CONCLUSOES

Os resultados do reciclo continuo demostraram a possibilidade de reutilizar a enzima
imobilizada D30 e D18 por até 5 vezes, considerando 50% de atividade residual, em contra
partida observou- se que a enzima comercial Novozyme 435 apresentou apenas 1 ciclo no
mesmo processo.
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