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RESUMO - As enzimas sdo biocatalisadores utilizados na producgéo de diversos produtos. A fim de aumentar a sua vida
Gtil e sua estabilidade frente a diferentes condigdes de pH e temperatura, a imobilizagdo enzimética torna-se uma
alternativa atrativa. Na imobilizagdo enzimdtica pode-se utilizar diferentes suportes, dependendo do processo,
caracteristicas da enzima e do reator. Nesse contexto, a busca por um suporte onde ocorra uma forte ligagdo com a enzima
é desejavel. Assim, o presente tem como objetivo a modificacdo do suporte de poliuretano (EPU) através da incorporagdo
quimica do glutaraldeido na estrutura molecular do EPU para que este possa realizar processos de imobilizago enzimética
por ligacdo covalente. Os mecanismos envolvidos na rea¢do de incorporagdo para imobilizacdo por ligagdo covalente
utilizando como suporte o poliuretano foram elucidados e testados através de diferentes formulages, evidenciando
diferencas visuais nas espumas conforme foi aumentada a proporcéao de glutaraldeido.
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1 INTRODUCAO

As enzimas sdo, em sua grande maioria, proteinas capazes de acelerar uma reacdo metabolica através de seu poder de
catalise, o qual é essencial para a manutencdo da vida. Com o rapido desenvolvimento da enzimologia e aumento da
demanda por enzimas especificas para usos comercias, surgiu 0 mercado industrial de enzimas. As enzimas mais
comercializadas sdo as proteases, carboidrases e lipases, sendo utilizadas principalmente nas industrias de alimentos,
racdo animal e detergentes (Nelson e Cox, 2014).

Dessa forma, as lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, E.C. 3.1.1.3) constituem uma importante classe de enzimas,
cujo papel fisiolégico é o de hidrolisar triacilglicerois, formando diacilgliceréis, monoacilgliceréis, glicerol e &cidos
graxos livres, bem como sintetizar novos triacilglicerois através da esterificacdo e transesterificacdo de acidos graxos de
cadeias longas, sendo altamente seletivas. Assim, sdo biocatalisadores aplicdveis & producdo de diversos produtos
(Zanette et al., 2014).

Destacam-se entre as principais enzimas usadas em biocatalise, pois apresentam capacidade de catalisar reagGes tanto
em meio aquoso como em meio organico, onde o teor de dgua € limitado. Além disso, o elevado potencial de aplicacéo
das lipases € justificado pela sua capacidade de utilizagdo de uma ampla gama de substratos, sua estabilidade frente a
temperatura, pH e solventes organicos (Kapoor e Gupta, 2012).

Enzimas imobilizadas sdo definidas como biocatalisadores que estdo contidos ou localizados em um microambiente

conservando suas propriedades cataliticas. Portanto, a imobilizacdo é um método utilizado para a manutengdo da
estabilidade das enzimas, tornando-as mais atrativas para a industria (Moreno-Pirajan e Giraldo, 2011).
As técnicas e as condi¢cdes empregadas durante a imobilizacdo, como o tipo de suporte, tipo de ligacdo, natureza do
solvente e variacOes de reatores podem influenciar nas propriedades, que podem ser moldadas de acordo com cada tipo
de reacdo (Dalla-Vecchia et al., 2004). Novas metodologias/processos de imobilizacdo, bem como novas aplicagdes
industriais tém sido frequentemente relatados na literatura (Zanin e Moraes, 2004), com destaque para as que consegue
imobilizar a enzima in situ, durante a etapa de sintese do suporte, como no caso do suporte de poliuretano.

A imobilizacdo enzimatica em espuma de poliuretano (EPU) ocorre em duas fases, onde a primeira fase é de dispersao
dos reagentes (poliol e isocianato), sendo a adi¢do da enzima realizada ao poliol. Em seguida ocorre a segunda fase, a de
nucleacdo, onde as bolhas de ar sdo introduzidas durante a etapa de mistura dos reagentes (Vilmar, 2013).

No entanto, durante os estudos constatou-se que para algumas enzimas o processo conduzia a inativacdo da
enzima quando empregada em solucdo (Bustamante-Vargas et al., 2015), devido a etapa de polimerizagdo ser exotérmica,
e também comprometia as etapas de reciclo (Dallago et al., 2016, Khun, et al., 2013, Nyari et al., 2013, 2017 e 2018,
Bustamante-Vargas et al., 2015), sugerindo que a enzima se encontrava imobilizada por confinamento ou via interacées
fracas, permitindo sua lixiviagdo do suporte durante as etapa de reciclo.
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Neste contexto, se justifica a realizacdo da presente proposta, a qual pretende melhorar o processo de imobi
conduzido a imobilizados mais estaveis através de Ilga(;oes covalentes com o suporte. 3

Na imobilizacdo por ligagéo covalente, a enzima é covalentemente ligada a um material insolUvel, em agua, pel \
reacdo entre grupos funcionais da proteina e grupos reativos do material ativado. Esta técnica apresenta a vantagem de
evitar o fendmeno de dessorcdo. Neste caso, sdo envolvidos os residuos de aminoécidos ndo essenciais a catélise
enzimatica e grupos reativos da superficie do suporte. Entre os grupos funcionais de residuos de aminoacidos que podem
participar da reacdo encontram-se: grupos carboxilicos dos acidos aspartico e glutamico; grupos amino da lisina e da
hidroxilisina; hidroxila da serina e outros (Dalla-Vecchia et al., 2004; Ferraz, 2014).

Para uma interacdo mais forte da enzima com o suporte, este necessita ser modificado através da funcionalizacdo e
ativacdo do mesmo com glutaraldeido. Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi de incorporar quimicamente
o glutaraldeido na estrutura molecular do EPU para que este possa realizar processos de imobilizacdo enzimatica por
ligacdo covalente, entre o grupo aldeido (-CHO) do suporte com os grupos aminas (-NH2) terminais das enzimas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Sintese do suporte de poliuretano funcionalizado com glutaraldeido

Os monémeros comerciais Poliol e Isocianato, utilizados no presente trabalho para a formacdo da espuma de
poliuretano (EPU), foram gentilmente cedidos pela Empresa Flexivel Poliuretanos — Mannes.

Para a sintese do suporte de poliuretano com adi¢do de glutaraldeido, foram utilizadas as proporc6es descritas na
Tabela 1.

Tabela 1. Proporces de reagentes utilizados para a sintese do suporte de poliuretano funcionalizado com glutaraldeido.

Reagentes Espuma sem Espuma Espuma Espuma Espuma
glutaraldeido (Branco) 1G 2G 3G 4G
Poliol (mL) 7 7 7 7 7
Isocianato (mL) 4 3,5 4 45 5
Glicerina (mL) 1 - - - -
Mistura (1:1) em volume de glicerina - 1 2 3 4

e glutaraldeido (mL)

As substancias presentes no meio reacional com possibilidade de que o glutaraldeido tenha interag@o sdo: alcool
(poliol), isocianato como reagentes, produtos da reagdo principal do EPU e da reagdo secundaria além do proprio EPU.

Aldeidos podem reagir com alcool e com a amina secundaria que esta presente no grupo uretano (poliol + isocianato)
da formacdo do PU, onde sera revisado as condigdes e consequéncias destes mecanismos reacionais (Morrison e Boyd,
2011).

O aldeido (carga parcial negativa) precisa de nucledfilos para rea¢des de adigdo nucleofilica no carbono da carbonila
assim como o isocianato, portanto podemos concluir que aldeidos ndo reagem com isocianatos por apresentarem a mesma
caracteristica de carga negativa em reagdes (Morrison e Boyd, 2011).

Ja o grupo carbonila (C=0) ¢ polar porque o oxigénio, sendo mais eletronegativo do que o carbono, tem maior
participag@o nos elétrons da ligagdo dupla. Portanto a carga parcial positiva do carbono da carbonila (o) favorece os
ataques nucleofilicos por duas razdes (Bruice, 2006):

i Fornece local para a adigdo nucleofilica;
ii. Aumenta a acididade dos atomos de hidrogénio ligados ao 4tomo de carbono .

Um aldeido dissolvido em um alcool formarad uma mistura de equilibrio contendo o hemiacetal correspondente tanto
em meio acido, por meio da reacdo de adicdo da molécula nucleofilica de alcool ao grupo carbonilo (Bruice, 2006;
Morrison e Boyd, 2011; Vollhardt e Schore, 2014).

Se esta reacdo acontecer com um alcool de funcionalidade igual a dois, o produto resultante desta reacdo realizara a
terminagdo do processo de polimerizagdo. Para diminuir este possivel desvio, pode-se utilizar glicerina (triol) para a
producdo deste hemiacetal, que apresentard ainda funcionalidade igual a 2, passivel de continuar a reagdo de
polimerizagdo do PU, sem comprometer o objetivo de obter pontos reativos no PU para imobilizacdo por ligagdo
covalente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra as espumas um dia apo6s a sintese do suporte. E possivel notar uma nitida diferenca de coloracao, a

qual foi aumentando ao decorrer do tempo de estocagem. Esse mecanismo ¢ similar ao do escurecimento ndo enzimatico
de alimentos (Reacdo de Maillard), processo esse que resulta no escurecimento sob aquecimento por causa da reagao
exotérmica do PU (Vilar, 1999) ou durante a estocagem, com o glutaraldeido comportando-se como um agticar redutor
reagindo com a amina secundaria do PU que simularia uma proteina para a realiza¢do da Reagdo de Maillard, mecanismo
de escurecimento ndo enzimatico. Entdo condi¢des de temperatura, tempo de estocagem e concentragdo de glutaraldeido
terdo influéncia na cor produzida por esta cor (Damodaran, Parkin e Fennema, 2010).

Figura 1. Em (a) a Espuma em Branco (sem adigdo de glutaraldeido), em (b) a Espuma 1G, em (c) a Espuma 2G, em (d)
a Espuma 3G ¢ em (¢) a Espuma 4G.

A reagdo entre a amina (NHR) do PU e o glutaraldeido (carbonila - COH)) reagem liberando uma molécula de agua e
produzindo compostos parecidos com uma base de Schiff, que submetida a uma reagdo chamada de rearranjo de Amadori
(aldose) e Heyns (cetose), reacdes fortemente influenciadas pela acidez do meio reacional (Bobio ¢ Bobio, 2001).

Ocorrendo uma das duas reagdes descritas acima (reagdes com alcool ou com mecanismo similar ao de Maillard), o
glutaraldeido estara ligado quimicamente a estrutura da EPU, possibilitando a sua funcionaliza¢do necessaria para o
processo de imobilizagdo enzimatica por ligacdo covalente. Como o grupo carbonila presente no glutaraldeido ¢ muito
reativo, o mesmo pode realizar reagdes de ligacdo cruzada na estrutura do PU, perdendo assim um ponto de ligagdo com
a enzima, e 0 mecanismo mais provavel de reagdo do glutaraldeido com a EPU sera observado com os dados cinéticos de
imobilizagdo de enzimas, onde a propor¢do de reagentes obter maior imobilizagdo sera aquela em que o glutaraldeido tem
apenas uma ligagdo covalente com a estrutura do EPU.

4 CONCLUSAO

Os mecanismos envolvidos na reagdo de incorporagao para imobilizacdo por ligagdo covalente utilizando como
suporte o poliuretano foram elucidados e testados, evidenciando diferencas visuais nas espumas. Para a reacdo de
imobilizagdo da enzima (grupos amina primaria) com o glutaraldeido como agente de ligagdo com a espuma (aldeido),
dados cinéticos informardo quais sdo as melhores condi¢des (proporcdo dos reagentes, pH e temperatura).
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