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RESUMO - As ezimas s@o biocatalisadores com ampla aplicacdo em diversos tipos de reac6es, porém, o custo
elevado das enzimas sollveis é um dos limitadores de sua aplicagdo, pois sdo descartadas ap6s a reacéo e seu uso
se torna economicamente inviavel. O objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade operacional da enzima
lipase de Candida antarctica B (CALB) imobiliza em poliuretano flexivel de densidades 30 e 18. O processo de
imobilizacdo se deu com a mistura de uma solucdo enzimatica mais, mondmeros, surfactantes, extensores de
cadeia e 4gua. Devido a falta de uma metodologia definida na literatura, a estabilidade operacional do reuso foi
realizada por lavagens com diferentes solventes organicos (hexano, metanol, etanol e solu¢do padrdo) com
reciclos de reuso de 24 horas. Os resultados demonstram a possibilidade de reuso dos derivados, sendo que para
todos os solventes utilizados o nimero de reciclos foi de 15 com atividade residual superior a 50%, tanto para o
derivado de densidade 30 quanto para o de densidade 18.
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1 INTRODUCAO

A enzima lipase de Candida antarctica tipo B (CALB) é um excelente catalisador para varios tipos de
reacGes, dentre elas, a esterificagdo. Um dos principais problemas em utilizar enzimas livres em meios organicos
é por serem sollveis, flexiveis, com estrutura catalitica ordenada, delicada e fragil. Para isso e necessario utiliza-
la na forma imobilizada, pois aumentam o nimero de moléculas por unidade de area e, consequentemente ha um
aumento das propriedades cinéticas e da eficiéncia das reacfes (DALLA-VECCHIA et al., 2004; OZYILMAZ e
GEZER, 2010). Neste sentido, o uso de técnicas que possibilitem a estabilidade operacional é desejavel na

producéo de biocatalisadores para aplica¢des industriais, tais como, a imobilizagdo de enzimas.
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Desta forma, observa-se um crescente aumento na utilizacdo da técnica de imobilizacdo de enzimas
dentro do campo da biotecnologia aplicada. As enzimas imobilizadas aumentam o nimero de moléculas por
unidade de area e, consequentemente, a eficiéncia da reacdo. Além disso, as vantagens incluem também a
reutilizacdo da enzima, permitindo o seu uso continuo; o aumento das propriedades cinéticas que melhora o
controle do processo catalitico; e 0 aumento da estabilidade (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi testar o reuso da enzima lipase comercial de Candida
antarctica B imobilizada em situ em espuma flexivel de PU em diferentes densidades, na sintese de oleato de

etila.

2 MATERIAL E METODOS

A enzima utilizada foi a lipase de Candida antarctica B (Novozyme NZL-102-LYO-HQ) e as
proporcdes dos mondmeros, surfactantes, extensores de cadeia e dgua para as diferentes densidade de estudos
foram cedidas pela Tasca Estofados e Cia (empresa fabricante de espuma flexiveis de poliuretano). Para o
imobilizado D30 utilizou-se as propor¢des dos mondmeros (68,85%), surfactantes (0,6%), extensores de cadeia
(28,47%) e &gua (1,95%), para o imobilizado D20 as proporg¢6es dos mondémeros foram (57,35%), surfactantes
(0,76%), extensores de cadeia (37,55%) e agua (2,86%) e para o imobilizado D18 as propor¢des dos mondmeros
(58,71%), surfactantes (0,98%), extensores de cadeia (37,98%) e &gua (2,35%) (Figura 11), para as porcentagens
dos componentes do PU deve-se levar em consideracdo a volatilidade dos mesmo. Os solventes utilizados foram
hexano (Quimex 97% de pureza), metanol (Quimex 97% de pureza) e etanol (Quimex 97% de pureza).

2.1 Imobilizacéo

O procedimento experimental para imobilizacdo da Candida antarctica B (CALB) em espuma flexivel
de PU se deu com o emprego da enzima em estado liquido, com preparo de solugdo enzimética (2 g em 20 mL
de &gua destilada). O imobilizado foi produzido pela mistura da enzima em solu¢éo (correspondendo a 10 % do
volume total dos mondmeros). O processo de preparo para imobilizagdo da CALB em espuma flexivel de PU
inicia com a mistura dos monémeros (poliol e copolimero) em um béquer, os quais sdo homogeneizados por 15
segundos. Em seguida € adicionada a essa mistura a solucéo enzimatica a qual também se faz a homogeneizacéo.
Apos € incorporado a mistura do béquer, a ASA (amina, silicone e agua), em concomitante é feita a adicdo do
estanho, e por fim é vertido ao béquer o isocianato o qual da o inicio do processo de polimerizagdo. A mistura de
todos os compostos que fazem parte do PU é vertida para um recipiente retangular de aluminio (recipiente que
daré forma ao polimero) previamente untada com vaselina sélida. Para ambas as densidades o procedimento de
imobilizacdo foi 0 mesmo.

Apobs aproximadamente 1 minuto ocorreu a expansao da espuma e a completa polimerizacdo da mesma,
possibilitando visualizar algumas caracteristicas da espuma formada, como conformacéo, flexibilidade, maciez,
firmeza, porosidade interna e resisténcia (LUCAS et al., 2001; SANTOS, 2011). Cabe ressaltar que o método de
imobilizacdo 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
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“confinamento” da proteina no polimero insoluvel, resultando no biocatalisador imobilizado (DALLA-
VECCHIA et al., 2004; GONCALVES, 2007).
2.2 Atividade Enzimatica: Esterificacdo

A atividade de esterificacdo foi realizada pela quantificacdo da reacdo de sintese do acido oleico e
etanol (razdo molar 1:1 (v/v)). A reacéo foi conduzida a 40 °C, 160 rpm por 40 min. Esta foi iniciada pela adi¢&o
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 reagdo. A cada amostra foram adicionados
15 mL de uma solucdo de acetona-etanol (1:1) (v/v) para paralisar a reacdo e para extracdo de éster de oleato de
etila segundo Paroul et al. (2010 e 2011). A quantidade de acido consumida foi determinada por titulacdo com
NaOH 0,05 M até pH 11. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que
consome lumol de 4cido graxo por minuto, nas condi¢gdes do ensaio. A atividade enzimatica foi calculada
baseando em Brigida et al. (2010).

2.3 Determinacéo do Rendimento

O rendimento do imobilizado foi calculado pela porcentagem da razdo da atividade total da enzima livre
em solucdo utilizado na imobilizagio e da atividade total do imobilizado (o qual considera a massa total de
imobilizado produzido (BRIGIDA et al., 2010).

2.4 Estabilidade operacional

A estabilidade operacional foi realizada em batelada de 24 horas, tanto para espuma de densidade 30
como para a de densidade 18. Este procedimento foi realizado no final de cada ciclo de reacdo, no qual, o
produto (fase liquida) foi removido com uma pipeta e foi mantida a fase solida (derivado imobilizado). As
reacGes foram repetidas até o derivado chegar a uma atividade de esterificacdo residual maior ou igual a 50 % da
atividade inicial.

Depois de transcorrido o tempo das reagdes de sintese (40 minutos de reagdo), o meio reacional foi
removido de cada um dos sistemas, ap0s a remocao do meio reacional, o derivado imobilizado foi submetido a
uma etapa de lavagem com os diferentes solventes, sendo eles, hexano, metanol, etanol (1 vez com 5 mL de cada
um dos solventes), 0 mesmo procedimento foi avaliado para a solugdo padrdo de sintese (acido oleico:etanol).
Apdbs, o meio foi centrifugado a 5000 rpm. Retiram-se os solventes sobrenadantes, deixou-se o derivado em
estufa a 40 °C por aproximadamente 24 horas para a evaporacdo do solvente residual, com exce¢do ao frasco
reacional do imobilizado da solugdo padrdo. Posteriormente, as mesmas quantidades de solugdo padrdo foram

adicionadas ao derivado para a préxima reacao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A reutilizacdo de enzimas em mais de um ciclo de reagdo é um dos principais objetivos da imobilizagdo,
este fato é importante para as enzimas lipase devido ao seu preco, visto que, o custo da enzima é um dos
principais problemas quando se refere a sua aplicacdo industrial. A possibilidade de reutilizar a lipase CALB
imobilizada foi determinada por reacOes de sintese de oleato de etila, apresentados nas Figuras 1 e 2

respectivamente.
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Figura 1 - Namero de reciclos da lipase imobilizada em PU de densidade 30 com lavagens em diferentes
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Considerou-se para o reciclo, atividade residual maior ou igual a 50 % do valor da atividade inicial I. Na

Figura 1 (poliuretano densidade 30), os 3 solventes, hexano, etanol e solu¢do padrdo apresentaram um nimero de

reuso igual a 15 quando o imobilizado atingiu a porcentagem de critério de avaliacdo, e optou-se por parar o

processo de reciclos devido a perda considerdvel de massa do imobilizado. O metanol ndo foi eficiente no

processo de secagem, pois, apos 24 horas em estufa ainda observa-se solvente no frasco de reacéo, e por ndo

saber qual seria a influencia do solvente na atividade de esterificacdo, optou-se por ndo utiliza-lo nesse estudo.

No decorrer do estudo dos reciclos com lavagem, verificou-se perda de massa significativa dos

imobilizados, portanto, optou-se por parar esse estudo quando os mesmo atingiram 15 ciclos, fazendo com que a

atividade residual caisse bruscamente.

Figura 2 - NUmero de reciclos da lipase imobilizada em PU de densidade 18 com lavagens em diferentes

Atividade Residual (%)

240

210

180

150

120

90

60

30 1

solventes
v = Meio reacional
® Hexano
Metanol
v Etanol
e
- v
n
B yv v
A4 » v
e =™ . 1
o ° : YV v v
e 2 5 . v
[ ] [ . v
]
L |
T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Reciclos




AN

SIMPOSIO DE ISSN 2236-0409
NUPF \(’ IXALIMENTOS o

de Passo Fundo Passo Fundo/RS, 15 e 16 de outubro de 2015

A Figura 2 (poliuretano densidade 18) apresenta a mesma tendéncia observada para todos os solventes,
dos quais um é o prdprio meio reacional, sugere-se entdo, ndo ser o processo de lavagem o fator determinante
para o aumento da atividade residual ap6s o primeiro ciclo, mas sim o periodo de tempo entre ciclos e a secagem
do suporte o que poderia estar influenciando nesse processo. Estes resultados podem ser considerados bons, pois
a enzima imobilizada podera ser utilizada em ciclo batelada por varias vezes, o que para a indistria se torna
vantajoso, em relacdo ao custo da utilizacdo de enzimas imobilizadas. Cabe ressaltar que o suporte onde a
enzima esta imobilizada ndo degrada, quando utilizado em reagdes com solventes organicos.

A selecdo do solvente organico ¢ um fator importante na catalise enzimatica em meio ndo aquoso,
devido a interferéncia direta do solvente na atividade, estabilidade e especificidade da enzima. Os solventes
menos nocivos as enzimas sdo 0s mais hidrofdbicos, por ndo interagirem significativamente com a agua
necessaria a enzima. As enzimas, quando em suspensdo em solventes hidrofobicos, requerem substancialmente
uma menor quantidade de &gua para manutengdo de sua atividade em comparagdo as enzimas suspensas em
solventes hidrofilicos (MARTINS, 2012; MARTINS et al., 2014).

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho sfo bastante satisfatorios, pois a CALB imobilizada em
poliuretano de diferentes densidades (30 e 18) pode ser utilizada por até 15 reciclos de reuso batelada, em meio
reacional com presenca de solventes organicos (hexano, metanol, etanol e solugdo padrdo), sem que o suporte

seja degradado.
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