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RESUMO

A literatura indica que o emprego de fluidos prégados, sub ou supercriticos, na area da
biotecnologia, mais especificamente em tecnologiaingtica, € assunto de intensa exploracdo
cientifica durante a ultima década. O objetivo a@leestudo é a utilizacdo de fluidos pressurizados
como meio reacional alternativo para reacdes eniciasa explorando propriedades singulares de tais
fluidos. Lipases constituem os mais importantespgsude biocatalisadores para a sintese de
biopolimeros e de biodiesel, na producdo de farmaemantiomericamente puros, compostos
aromaticos, e outros. Neste contexto, o preseatmltio visa avaliar a influéncia do Propano no
tratamento sobre a atividade de esterificacdo mhesdi ndo comercidbenicillium brevicompactum
imobilizada, avaliando o efeito da pressao, tempaexposicdo e taxa de despressurizagdo em um
desenho experimental 23 completo. Para tal, osriexgetos foram realizados utilizando uma célula
de aco com volume interno de 3mL, na temperatur85deC, variando a pressao (30-270bar), os
tempos de exposicdo (1-6h) e taxas de descomprgsaiD0bar/min). A atividade foi determinada
como a taxa inicial das reacdes de esterificacfre enacido oléico e o etanol. Os resultados obtido
mostram que as alteracfes da atividade enzimagipandem da fonte da enzima, e das condicbes
experimentais do tratamento, apresentando um @omgportamento diante a lipase.

Palavras-chave:lipases; atividade de esterificacdo; propano comgo; atividade relativa.

1 INTRODUCAO

Atualmente as lipases sé@o produzidas a partir @eoorganismos e constituem um
grupo de valiosas enzimas de aplicacéo biotecreddgievido principalmente a versatilidade

de suas propriedades no que se refere a atuacéwadna e especificidade ao substrato e
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facilidade de producdo em escala, sendo um dosograpais utilizados no segmento
industrial (Hasan et al., 2006). Lipases sdo enzipasitencentes ao grupo das hidrolases, cuja
principal funcdo bioldgica é a catélise da hidelde triacilglicerdis insollveis para gerar
acidos graxos livres, mono e diacilglicerol, e giia. Além de sua fungdo natural, as lipases
podem catalisar as reacfes de esterificacdo, steeifecacido e transesterificacdo em meios
nao aquosos (Houde et al.,2004;. Laane et al.,)1987lipases sdo biocatalisadores eficazes
devido a sua alta atividade especifica, baixo itgpaoc meio ambiente, grupo funcional e
estereoespecificidade (Knez e Habulin 2002; Cezhad.,1998).

O alto custo da producédo de enzimas € o principsiaculo para a comercializacao
destas como catalisadores, o0s recentes avancogotonblogia tais como o uso de lipases
solvente tolerantes e lipases imobilizadas, torpasipel a reutilizacdo do catalisador,
desenvolvendo um sistema de custo-beneficio (Fulaidal., 2001). A aplicacdo destas
enzimas imobilizadas como catalisador de reacdeshamdo triglicerideos apresenta uma
série de vantagens, tais como: maior estabilidadeessidade de baixos teores de agua e
possibilidade de reutilizagdo das enzimas em psosesontinuos ou em batelada (Novo
Nordisk, 1992). O potencial de aplica¢cdes industrigue as lipases possuem abrange a
industria de alimentos, como aditivos (modificagi® aromas), quimica fina (sintese de
ésteres), detergentes (hidrélise de gorduras)aniextito de efluentes (decomposicao e
remocado de substancias oleosas), couro (remocabpidéos das peles dos animais),
farmacéutica e a area médica (remédios, digesBveszimas para diagnosticos) (Burkert,
2002; Burkert et al., 2004).

Por esta razéo, justifica-se os estudos utilizdipdses ndo comerciais, para assim,
viabilizar o custo e tornar o processo competitteghercialmente.

O uso de fluidos comprimidos na realizagdo de memagfiiimicas pode ser uma rota
promissora para eliminar completamente os tracossaleente da reacdo. Além disso,
processos de fabricacdo nestes fluidos podem s#ajosos em termos de consumo de
energia, mais facil recuperacao do produto, ajestéapacidade de hidratacéo, e reducéo de
reacOes colaterais. O didéxido de carbono supe@riém caracteristicas especiais, como
baixa temperatura, baixa toxicidade e propriedadkestransporte favoraveis que podem
acelerar a transferéncia de massa limitada nagesagnzimaticas (Knez e Habulin 2002;
Kumar et al., 2004; Jessop e Leitner, 1999).
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Em comparacdo com outros gases, o dioxido de carbem sido o fluido mais
amplamente estudado como solvente para reacodsa@@a por enzimas. No entanto, um
inconveniente em suas aplicagbes pode surgir de@admao-polaridade do mesmo,
ocasionando uma dissolucdo ndo adequada de ambompsstos hidrofébicos e hidrofilicos
(Knez e Habulin 2002; Kumar et al.,2004; Jessopitnkr 1999; Oliveira e Oliveira 2000)

Todavia, o CO2 ndo € o unico gas para o qual edgdes parecem ser adequadas
para biocatalise. O propano pressurizado tambéne ged apropriado como um meio de
reacdo para bioconversdes catalisadas por enzinmesyez que o propano, proximo ao seu
ponto critico tem uma constante dielétrica comparawdo CO2 (Habulin e Knez et al., 2002)
e as pressOes de transicdo de fase com o proparaimgnte encontradas em sistemas
formados por compostos de alto peso moleculali¢igdeos, por exemplo), sdo muito mais
baixas do que aquelas encontradas em sistemas @@(L@nza et al., 2005; Ndiaye et al.,
2006).

A partir disto, e com base no grande potencial diécacdo de lipases como
catalisadores em diversas reagBes de interessgipatimete na aréa de Biodiesel, se
considera objetivo principal deste trabalho aiagab da influéncia do Propano pressurizado
no tratamento sobre a atividade de esterificacdolimise n&do comercial Penicillium
brevicompactum imobilizada, uma vez que, parazaalieacdes catalisadas por enzimas em
altas pressdes, o comportamento da mesma em fladogprimidos € de fundamental
importancia, pois a perda da atividade da enzintg pevar a indesejaveis taxas de reacao e
baixo rendimento em produtos (Kasche et al.,1988nBerger et al .,1999). Deste modo,
foram avaliados o efeito da presséo, tempo de &@gmws taxa de despressurizacdo na

atividade da lipase utilizando a técnica de planejao de experimentos.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

Para desenvolver este trabalho foi utilizado westk propano de procedencia White

Martins S.A (com 99,5% pureza, fase liquida). Agppiedades criticas do solvente utilizado,
segundo Reid et al. (1987), sdo as seguintes:gurestica = 42,49bar, temperatura critica =
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96,6°C e dencidade critica = 0,22g/cm3. A lipase adinercialPenicillium brevicompactum
imobilizada foi produzida em farelo de babacu c@%8&le umidade, suplementada a 3% em
Oleo de soja em 72hs e precipitada com sulfatontzne com 70% de saturagdo, sendo a
imobilizacéo feita com Alginato de Sodio e Carvéwvado (Silva et al., 2011).

2.1.1 Tratamento da Enzima em Propano Pressurizado

O equipamento utilizado em todos o0s experimentwssiste basicamente de um
cilindro de Propano, uma bomba de alta pressdaoI260D), uma célula de 3mL, um
transdutor de presséo (Smar, LD 301 SertdozinhBr&sil) e dois banhos termostaticos. O
diagrama esquematico do equipamento é apresenadeigura 1.

Duas outras valvulas micrométricas (HIP 15-11ABBSS) completaram o aparato
experimental, uma localizada apos a bomba de serimayentrada da célula de alta presséo,
para permitir o carregamento de solvente e a tafi@apds a célula para realizar a descarga
do solvente. A célula de alta pressdo encontragHsmersa em banho de agua e apoiada por
um dispositivo simples, enquanto que as véalvulagoniétricas ficavam localizadas fora do
banho.

A lipase (aproximadamente 0,4g) foi colocada nal@é o reator mergulhado no
banho com a temperatura ja estabelecida (40°C) Agia etapa, o sistema foi pressurizado e
mantido a pressdo e temperatura constantes poremnpotde exposicado pré-estabelecido.
Tipicamente, o tempo de pressurizacao era menod,guainutos, ndo sendo este incluido no
tempo definido devido a sua pouca significanciangoacomparado ao tempo de exposicéo
estabelecido. A seguir, nas taxas de descompressatefinidas (20—100bar/min), o sistema
era despressurizado e a atividade lipasica detadainA atividade relativa da lipase foi
determinada em relacdo a atividade antes e ap@samento. O tempo de exposicdo, a taxa
de despressurizacao e a pressao foram seguidasroend planejamento de experimentos. A
atividade relativa da lipase foi definida como A& 100, em relacdo a atividade especifica
antes e apoés o tratamento.

Uma vista geral da unidade e da céltilzada nos experimentos pode ser verificada

na Figura 1.
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Figura 1 - Diagrama esquemdtico do aparato utilizado no tratamento da enzima com o
propano pressurizado. A— reservatorio de solvente; B— banho temmostatizado; C— bomba de
seringa; D— reator/célula de aco; E— indicador de pressio: F— transdutor de pressdo; G—
valvula micrométrica.

2.1.2 Determinagédo da Atividade de Esterificacabpdee

A atividade da enzinfd brevicompactunioi quantificada pelo consumo de acido
oléico na reacao de esterificagdo entre o 4cidoomio etanol com razdo molar 4cido-alcool
de 1:1 a temperatura de 40°C, com a enzima a 3Fpr(@@ntida sob agitacdo por 50 minutos.
A reacao foi iniciada pela adicdo da enzima ao meaxional, em shaker sob agitacao.
Aliguotas de 500mL, em triplicata, foram retiradasmeio reacional no tempo zero (antes de
colocar a enzima) e apos 50 minutos de reacédcaenfdiluidas em 20mL de acetona-etanol
(1:1). A gquantidade de acido oléico consumido fetedminada por titulagdo com NaOH
0,045N. Uma unidade de atividade foi definida caamuantidade de enzima que conduz ao
consumo de 1mmol de acido oléico por minuto nasdicbes experimentais descritas
(Langone et al., 2002; Bernardes et al., 2007, fivadio).

Todas as determinacdes das atividadesnéticas foram repetidas pelo menos trés
vezes.

A atividade relativa foi calculadaaatés da equacéo abaixo:

Atividade Relativa (%) = (Atividade (U/g) ap6s aepsurizacdo / Atividade (U/g) antes da

pressurizagéo) x 100.
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2.1.3 Condicdes Esxperimentais

Um planejamento experimentdl @m dois niveis e trés variaveis foi adotado. As
variaveis avaliadas foram pressdo (30-270 bar)pteme exposicdo (1-6h) e taxa de
despressurizacdo (20-100bar/min). Foi realizadgplcata do ponto central para a avaliacéo

do erro experimental. Os resultados foram analsadando o software Statistica 6.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para a lipase tratada epaRoopressurizados séo apresentados
na Tabela 1. O experimento 2 (pressao de 30bmpaele exposicdo de 1 h e taxa de
despressurizacdo de 100 bar/min), foi o que oldewaior atividade relativa de 177,97%. Ja
0 experimento 7 (pressao de 270bar, tempo de edmwsie 6h e taxa de despressurizacéo
20bar/min), foi o que teve a perda maior de atnedeelativa.

Apds a analise estatistica dos dadmeramentais apresentados na Tabela 1 foi
possivel a construcdo do gréfico de Pareto (Figurgue apresenta os efeitos estimados para
cada variavel estudada na atividade relativa palipage P. brevicompactummobilizada
tratada com Propano Pressurizado.

Observando o gréfico de Pareto par®.abrevicompactuntratada com Propano
pressurizado observa-se que a Pressdo foi a Viagéee mais influenciou na atividade
enzimatica, tendo esta um efeito positivo, ou gpjanto maior a Pressdo, maior € o ganho de
atividade. Ja a interacdo Tempo de exposicdo x Taxdespressurizacdo e o Tempo de
exposicao tiveram efeito significativo negativo.

Diversos estudos disponiveis naditer relacionados ao tema atual referem-se a
utilizacdo de CO2 como solvente e na maioria deses;a uso deste solvente levou a perdas
na atividade enzimatica, principalmente devido asaderisticas hidrofilicas do CO2.
Segundo muitos autores, CO2 supercritico poderaresponsavel pela retirada da agua
essencial responséavel pela manutencgéo da ativetesitmatica (Oliveira et al., 2006ab; Fricks
et al., 2006; Primo et al., 2007).

Por outro lado, alguns estudos anteriores mosijam 0os solventes com baixa

constante dielétrica, tais como o propano, podensmter, ou mesmo aumentar a atividade e
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estabilidade enziméatica (Knez e Habulin, 2002; éiev et al., 2006ab; Fricks et al., 2006;
Primo et al., 2007).

Tabela 1. Atividade relativa de gsterificacie (%) da P brevicompacium.
Exp P (har) t (h) F. (bar/min) Propang
L 0{-1 L(-1) 20(-13 147.17
2 30(-13 1(-1) 100 (1) 177,97
3 0{-13 gil1) 20(-1) 1021
4 0{-1 Gi1) 100 (1) 100.5
3 27001 L{-1) 20(-13 12532
a 27001 L1 100 (1) 110,67
i 27001 gil) 20(-13 93,1
8 27001 gil) 100 (1) 98,25
a 15000 3,503 60 L0 104,92
10 15000 35007 60 L0 108,87
11 150 (0) 35000 60 L0 107,55
P = pressdo, t = tempo de exposigio e R = taxa de despressurizacan,
Atividade relativa definida como: (atividade final/atividade inicial) x 100
Atividade inicial P. brevicompactum = 109,51 U/g

e 0 o
YL
P oar) & 1) %12-’

a9 -

L
p=0.05
ot Sstmam | Aosole i)

) i:'igura 2. Grzfico de Paretn
Upase P. brevicompaciym imobilizada tratada com Propang pressurizado.

As propriedades do solvente afetam sua interagiin enzimas especificas e
diferentes efeitos podem ser obtidos dependendendana estudada (Kasche et al., 1988;
Fricks et al., 2006). Além disso, 0 gas propano tehativa baixa solubilidade em agua,
podendo-se especular que o0 mesmo poderia atuar gonfluido pistonado, aumentando a
atividade enzimatica.

Kuhn et al.,(2010) realizou estudosizaindo enzimas nao-comerciais nas suas

formas liofilizada e imobilizada, utilizando o Pesyp como solvente, o trabalho relata que
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houve um aumento na atividade de esterificacdolidases para a grande maioria das
condicOes testadas, sendo o melhor resultado eadonpara a enzima liofilizada P.
simplicissimum, que obteve uma atividade relatiea 427%. Com relagcdo a enzima A.
parasititicus na forma imobilizada, a atividadeatigh foi de 258,6%. Compreende-se, no
mesmo, a partir dos resultados, que a atividadendana apds o tratamento com propano
pressurizado, depende significativamente da nauesirutural da enzima e a sua forma,
como também das condi¢des experimentais impostas.

Por fim, os resultados obtidos nospree trabalho podem ser bastante relevantes
para o desenvolvimento de novas aplicacdes e/amegs0s para o uso destes catalisadores de

baixo custo em reacdes de interesse.

3 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalhe-g@@ntender que a atividade da
enzima apos o tratamento com Propano depende daigspécie e forma como a enzima se
encontra, do conteudo de agua da enzima/suportehe@tional e das variaveis de processo
envolvidas, significando que diferentes efeitos guod ser obtidos dependendo das
caracteristicas do sistema investigado.

Portanto, o uso do Propano pressurizado no tratands enzimas, mostra-se um
otimo solvente a ser aplicado em reacdes de bimmtéima vez que conferiu excelente

comportamento diante a lipase estudada.
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