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Lipase B de Candida antarctica (CalB) apresenta um papel
importante na indUstria quimica e de alimentos. A imobilizagdo desta
enzima em um suporte inerte, de baixo custo, que aumente sua
estabilidade em diferentes condicGes de processo, e que permita sua
reutilizacéo aparece como uma alternativa aos metodos de imobilizacéo
ja existentes. Com o objetivo de selecionar o melhor método de
interacdo entre a espuma de poliuretano e a lipase B de Candida
antarctica (CalB) para aplicagdo na sintese do éster geranil propionato,
diferentes métodos de imobilizagdo foram estudados: adsor¢do ao
suporte (PU-ADS), incorporacdo ao suporte (PU), ligacdo covalente
utilizando revestimento por polietilenoimina (PU-PEI), ligacdo
covalente utilizando revestimento por polietilenoimina e tratamento com
glutaraldeido (PU-PEI-GA). A espuma utilizada como suporte foi
produzida com tolueno diisocianato e poliol poliéter (5:3). A
caracterizacdo dos derivados enzimaticos imobilizados foi realizada por
densidade aparente, microscopia eletrdnica de varredura e andlise de
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (EITF).
A atividade enzimatica foi medida por hidrélise utilizando p-NPP (p-
nitro-fenil-palmitato) como substrato. A enzima livre e 0s preparados
enzimaticos foram avaliados em diferentes pHs (5,0; 7,0 e 9,0) por 24 h,
e nas temperaturas de 25, 40, 60 e 80 °C por 48 h, e 0s pardmetros
cinéticos (Ky e Vma) foram avaliados. O derivado com mais alta
atividade foi obtida com a imobilizacdo pelo método PU (5,52 U/g). Os
métodos que se destacaram em relagéo as estabilidades e aos parametros
cinéticos foram o PU e PU-ADS. Os derivados obtidos por estes
métodos de imobilizacdo foram avaliados durante 60 dias de incubacéo
e na aplicacdo na sintese do geranil propionato. Foram obtidas



conversdes de 83,5% para PU e 95,9% para PU-ADS, em 24 horas de
reacdo, utilizando éleo de citronela e acido propiénico como substratos.

Palavras-chave: Lipase, espuma de poliuretano, geranil
propionato.
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Lipase B from Candida antarctica (CalB) has an important role in
chemical and food industry. The immobilization of the enzyme on an
inert support, low cost, to increase its stability under different process
conditions, and allows their reuse is an alternative to existing methods
of immobilization. With the aim of selecting the best method to interact
polyurethane foam and Candida antarctica lipase B (CalB) to
application in the synthesis of geranyl propionate, different methods of
Calb immobilization were studied: adsorption (PU-ADS), covalent
(using  polyethyleneimine)  (PU-PEI), ionic exchange (with
polyethyleneimine and glutaraldehyde) (PU-PEI-GA) and entrapment
(PU). PU foam as support was synthesized using toluene diisocyanate
and polyether in a molar ratio 5:3. The characterization of immobilized
enzyme derivatives was performed by apparent density, Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). The enzymatic activity was
measured by hydrolysis of p-NPP as substrate. The free enzyme and
enzyme preparations were evaluated at different pHs (5.0, 7.0 and 9.0)
during 24 h and at temperatures of 25, 40, 60 and 80 °C during 48 h, the
kinetic parameters (K, and V) Were evaluated. The highest enzyme
activity was obtained in PU (5.52 U/g) method. The methods that stood
out compared the stabilities and Kinetic parameters were the PU and PU-
ADS, so these were evaluated during 60 days of storage and application
in the synthesis of geranyl propionate. Conversions of 83.5% and 95.9%
for PU and PU-ADS were obtained, at 24h reaction, using citronella oil
and propionic acid as substrates.
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1 INTRODUCAO

As lipases sdo as enzimas mais utilizadas na sintese organica,
sendo aplicadas em inlmeras preparagdes comerciais, devido a sua
ampla especificidade e maior estabilidade (em comparagdo com outras
enzimas) (KAPOOR; GUPTA, 2012). As lipases vém conquistando uma
faixa crescente do mercado global de enzimas. Embora muitas das
aplicacBes industriais destas estejam concentradas nas inddstrias de
detergentes, novas aplicacdes estdo ganhando destaque, com
possibilidades de aplicacdo na industria farmacéutica, quimica fina,
cosmeéticos, couros, polpa de celulose e papel, e no tratamento de
residuos industriais (CASTRO et al, 2004). A lipase B de Candida
antarctica (CalB) é uma enzima particularmente interessante devido a
sua capacidade de catalisar diversas reagdes, resisténcia a solventes
organicos, estabilidade térmica, estereoespecificidade e
enantiosseletividade (McCABE; TAYLOR, 2004; FORDE et al., 2010).

A busca por processos alternativos para a sintese de produtos de
interesse para a industria de alimentos, farmacéutica e cosmética, que
ndo causem ou reduzam os danos aoc ambiente, despertou grande
interesse dos pesquisadores em todo o mundo. Uma alternativa é a
sintese enzimética, que apresenta muitas vantagens em relacdo a sintese
guimica (LERIN, 2010). A biocatalise é a area que apresenta maior
crescimento no mercado industrial de moléculas biologicamente ativas.
Estima-se que, até o ano de 2025, cerca de 50% dos processos quimicos
possam ser substituidos por processos biotecnoldgicos isolados, ou
mesmo pela integracdo entre catlise enzimatica e reacdes quimicas
(ANTUNES, 2005).

Com esse avangco da biotecnologia, os diferentes métodos de
imobilizacdo de enzimas apresentam-se como uma alternativa atraente,
considerando que ao se obter uma enzima imobilizada ativa e estavel, e
com boa especificidade ao substrato, a maioria das desvantagens dos
biocatalisadores acaba sendo eliminada e as enzimas podem ser
utilizadas em processos industriais de forma similar aos catalisadores
guimicos; além de facilitar a recuperacao e reutilizacdo da enzima, o que
significa um melhor processo de custo-beneficio (ZANIN; MORAES,
2004; RODRIGUES et al., 2008; CUNHA et al., 2014).

H& diversos métodos utilizados na imobilizacdo de lipases,
incluindo métodos de adsor¢do (CHEN et al., 2008), ligagdo covalente
(MENG et al., 2014), aprisionamento (KOVALENKO et al., 2013),
entre outros. A utilizagdo de um método rapido, facil, de baixo custo e
gue apresente resisténcia a solventes organicos aumentaria e facilitaria a
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aplicacdo da CalB. Dentro deste contexto estdo as espumas de
poliuretano (EPU). EPU é um material inerte, que apresenta excelentes
propriedades mecénicas, como alta resisténcia e elasticidade, grande
superficie de adsorcdo, porosidade elevada, e custo comercial
relativamente baixo.

Dentre as reagdes de interesse das indUstrias de alimentos,
bebidas, quimica, cosméticos e farmacéutica, estdo os aromas. Neste
sentido, métodos biocataliticos de sintese de ésteres sdo preferiveis
guando comparados com métodos quimicos convencionais. A sintese
enzimatica envolvendo lipases apresenta diversas vantagens, pois pode
garantir maiores rendimentos em reacGes com temperaturas proximas da
ambiente, dependendo da metodologia e da enzima aplicada, 0 que
proporciona produtos de qualidade, com economia de energia e redugédo
da formag&o de subprodutos. A economia de energia e minimizagéo da
degradacdo térmica sdo provavelmente as maiores vantagens na
substituicdo de tecnologias quimicas convencionais pelas bioldgicas
(CONCERTI et al., 2002; IRIMESCU et al., 2004).

Logo, entre os varios ésteres de importancia industrial, o geranil
propionato (trans-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-propionato) tem um papel
relevante na indistria de alimentos, sendo aplicado em produtos de
panificacdo, sorvetes e gelatinas, entre outros. Este pode ser obtido
através do 6leo de citronela (Cymbopogon nardus), fonte de geraniol,
diminuindo, significativamente os custos do processo. A principal
vantagem do geranil propionato é ser considerado seguro, possuindo
certificacdo GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FEMA (1965) e
é aprovado pelo FDA para uso alimentar (21 CFR 121,1164).

Embora a literatura ja apresente estudos no sentido de imobilizar
biocatalisadores em espuma de poliuretano, este trabalho traz a
comparacdo de diversos derivados enzimaticos imobilizados com
interacdo enzima-suporte, com o intuito de escolher um método que
apresente alta estabilidade, resisténcia a diferentes condigdes de
processo e que possibilite sua reutilizacdo por varios ciclos na sintese do
geranil propionato.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral imobilizar lipase
comercial de Candida antarctica fracdo B (CalB) em diferentes suportes
de espuma de poliuretano e avaliar a eficiéncia dos métodos utilizados,
para posterior aplicacdo na sintese do geranil propionato.

1.1.2 Objetivos especificos

v Imobilizar lipase B de Candida antarctica em espuma
de poliuretano por diferentes métodos de interacdo enzima-suporte:
adsorcéo ao suporte (PU-ADS), incorporacdo ao suporte (PU), ligacdo
covalente utilizando revestimento com polietilenoimina (PU-PEI),
ligacdo covalente utilizando revestimento com polietilenoimina e
tratamento com glutaraldeido (PU-PEI-GA).

v Caracterizar a enzima livre e imobilizada através dos
diferentes métodos, em relagdo a temperatura (25, 40, 60 e 80 °C) e ao
pH (5,7 € 9);

v Avaliar os pardmetros cinéticos da enzima livre e
imobilizada nos diferentes métodos propostos;

v Caracterizar os derivados enzimaticos imobilizados em
espuma de poliuretano por densidade aparente, microscopia eletrénica
de wvarredura (MEV) e espectroscopia no infravermelho com
transformada de fourier (EITF);

v Determinar o(s) melhor(es) método(s) de imobilizagéo
a partir da caracterizacdo do derivado enzimatico;

v Auvaliar a estabilidade do derivado enzimatico frente ao
armazenamento;

v Avaliar a aplicacdo da lipase CalB imobilizada no(s)
melhor(es) método(s) na sintese de geranil propionato;

v Verificar a capacidade de reutilizacdo das enzimas

imobilizadas na reagdo de sintese do éster.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ENZIMAS

As enzimas tém sido usadas em sua forma nativa ha séculos na
indUstria de alimentos, e mais recentemente, gracas a avancos
tecnoldgicos, nas inddstrias farmacéutica e quimica. Hoje em dia, quase
mais de 4000 enzimas sdo conhecidas e destas cerca de 200 s&o
utilizadas em nivel industrial (BADGUJAR et al., 2013). Além de serem
ativas e versateis, elas catalisam uma série de transformagdes de modo
seletivo, rapido e em condi¢des brandas de reacdo, o que as difere dos
catalisadores convencionais. Outra vantagem na utilizagdo de enzimas é
a facilidade em se regular a atividade enzimatica, pois para isso basta
modificar a natureza do meio de reagdo, alterar o pH ou adicionar
suplementos. Além disso, toda enzima catalisa as transformagdes
moleculares sem ocorréncia de reaces paralelas, comuns em sinteses
guimicas, devido a sua especificidade (DZIEZAK, 1991; PATEL, 2002;
PIZARRO; PARK, 2003).

As enzimas apresentam vdrias propriedades que as tornam
atrativas como catalisadores para biotransformacdes. Sao catalisadores
versateis, existindo um processo enzimatico equivalente para cada tipo
de reacdo orgéanica (DALLA-VECHIA et al., 2004). A seletividade ¢
decorréncia da interacdo da enzima com substrato (MAMURO et al.,
2001). Esta interacdo € explicada por Emil Fischer em 1894, e o
mecanismo do encaixe induzido de Koshland Jr que sugeriu uma
modificacdo ao modelo de chave-fechadura: uma vez que as enzimas
exibem estruturas flexiveis, os sitios ativos alteram a sua forma de
maneira continuada através de interagcdes com o substrato, enquanto esse
mesmo substrato vai interagindo com a enzima. A Figura 1 mostra o
modelo da catalise enzimatica do mecanismo da chave e fechadura
proposto por Emil Fischer e modificado por Koshland Jr (DE CARLLI,
2006; KOSHLAND Jr, 1958).
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Figura 1- Modelo da catalise enziméatica do mecanismo chave e
fechadura proposto por Emil Fischer e modificado por Koshland Jr

(KOSHLAND Jr, 1958).
A enzima altera ligeiramente a sua Pradutos
Substrato forma i medida que o substrato se liga

{ ?ﬂ activo

Substrato entrando no Complexso Caomplezo Produtos deizando o
centro active da enzima enzima'substrato enzima'produto centro active da enzim

As enzimas industriais sdo em sua maioria obtidas de
microrganismos (SHARMA et al., 2001). As enzimas microbianas s&o
normalmente mais utilizadas que as enzimas derivadas de plantas e
animais, devido a grande variedade de atividades cataliticas disponiveis,
aos altos rendimentos possiveis, a facilidade de manipulagdo genética,
ao fornecimento regular devido a auséncia de flutuagdes sazonais e ao
rapido crescimento dos microrganismos em meios de baixo custo. As
enzimas microbianas sdo também mais estaveis e sua producdo é mais
conveniente e segura. Contudo, apenas cerca de 2% dos microrganismos
existentes foram testados como produtores de enzimas (HASAN et al.,
2006).

A busca por tecnologias “limpas” e processos mais sofisticados
vem estimulando o uso de enzimas em diversos setores industriais pela
alta qualidade dos produtos obtidos em funcdo da alta especificidade das
enzimas, formando menos subprodutos indesejaveis, e utilizando
condic¢des mais amenas de temperatura e pressdao (MATOS, 2010).

Em relacdo ao uso de catalisadores inorganicos como acidos,
bases, 0xidos e metais, que além de gerar subprodutos indesejaveis,
ainda podem apresentar grande dificuldade de separacdo dos produtos
apos a reacdo e necessitar de elevados valores de temperatura e pressao.
Apesar de todas as vantagens quanto ao aumento da velocidade de
reacdo, formacdo de produtos com maior valor agregado, uso de
condicdes mais brandas de processos e serem catalisadores biologicos, o
custo das enzimas ainda é muito elevado se comparado aos catalisadores
guimicos convencionais (BON et al., 1999).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Induced_fit_diagram_pt.svg
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2.2 LIPASES

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases), fisiologicamente, sdo
um grupo especial das esterases, pertencem a subclasse 1 das enzimas
hidroliticas de classe 3 sendo designadas como uma sub-subclasse 3.1.1
devido a sua especificidade pelas ligacbes dos ésteres de &cidos
carboxilicos, tendo como funcdo biol6gica a conversdo catalitica de
glicerdis em di- ou monoglicerois, acidos graxos e glicerol (PATIL et
al., 2011; STERGIOU et al., 2013). Estes biocatalisadores apresentam
importantes aplicacfes, tais como industrias de sintese organica,
produtos farmacéuticos, detergentes, alimentos, panificacdo, bebidas,
cosmeéticos, couro, papel, tratamento de residuos, etc. (BADGUJAR et
al., 2013).

A maioria das lipases apresenta uma faixa 6tima de atividade e
estabilidade entre pH 6,0 e 8,0 e ndo requerem cofator (GHANEM,;
ABOUL-ENEIN, 2005), apresentando temperatura 6tima entre 30 e 60
°C, embora sua termoestabilidade varie consideravelmente em funcéo de
sua origem (MACRAE; HAMMOND, 1985). Estas propriedades,
entretanto, podem variar significativamente, dependendo da origem,
isoformas produzidas por um mesmo microrganismo, ou mesmo das
condi¢cdes do ensaio, como pH e temperatura (BATISTELLA, 2011;
FREITAS, 2006).

Estas enzimas podem ser produzidas a partir de microrganismos,
e especificamente lipases bacterianas desempenham um papel vital em
empreendimentos comerciais. As lipases de origem microbiana sdo as
mais utilizadas, isto porque, na sua grande maioria, ndo sdo nocivas a
salde humana, sendo reconhecidas como Generally Regarded As Save
(GRAS) (GUTARRA et al., 2005). Estas enzimas também sdo capazes
de catalisar reacdes de esterificacdo, interesterificacdo, acidolise,
alcodlise e amindlise (BATTISTELA etal., 2012; KOBLITZ, 2008).

O uso de lipases como catalisadores vem contribuindo para o
rapido crescimento da area de sintese organica. A pesquisa nesta area
busca a descoberta de enzimas, mais eficientes que as atuais, novos
compostos alvo, e também de novos suportes sdlidos convenientes,
capazes de sustentar a atividade enzimatica em meio organico. Neste
contexto, ressalta-se a reutilizacdo de enzimas imobilizadas, uma
excelente abordagem para quimica verde, além de possibilidade de
redugdo do custo do processo e da quantidade necesséria desses
biocatalisadores, em geral, de alto valor agregado (ANDRADE et al.,
2010). O interesse industrial por tecnologias enziméaticas vem
aumentando gradativamente, principalmente nas areas de engenharia de
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proteinas e enzimologia em meios ndo convencionais, 0s quais
ampliaram consideravelmente o potencial de aplicacdo de enzimas como
catalisadores em processos industriais (CASTRO et al., 2004).

O uso de lipases nas indUstrias permite o desenvolvimento de
processos tecnoldgicos muito préximos aos eficientes processos
executados na natureza, constituindo o mais importante grupo de
enzimas com valor biotecnolégico, devido a versatilidade de aplicacdes
possiveis e facilidade de producdo em larga escala. A economia de
energia e minimizacdo da degradacdo térmica sdo provavelmente as
maiores vantagens na substituicdo de tecnologias quimicas atuais pelas
bioldgicas (HASAN et al., 2006).

2.2.1 Lipase B de Candida antarctica (CalB)

A lipase de Candida antarctica do tipo B (CalB) tem atraido
muita atencdo dos pesquisadores devido a sua alta estabilidade,
capacidade de atuacdo sobre varios substratos e tolerancia em meios ndo
aquosos, além de ser estavel em pHs acidos. A CalB ¢é utilizada em uma
grande variedade de campos industriais e também estd comercialmente
disponivel na forma livre ou imobilizada através de ligacdo ibnica
(Novozym 435) (JUN et al., 2013). A enzima CalB possui uma estrutura
globular, apresenta massa molecular de 33 kDa, um ponto isoelétrico de
6 e pH 6timo entre 7 e 8 (BARBOSA et al., 2011). Considerando que o
custo da enzima é um fator determinante da viabilidade econdmica de
biotransformac®es, a alta termoestabilidade da CalB é uma importante
vantagem para reduzir o custo de biocatalisadores e melhorar a
viabilidade econdmica dos processos (JUN et al., 2013).

Esta enzima ndo é tdo eficiente quantas outras enzimas na
hidrélise de trigliceridios, no entanto, é altamente estereoespecifica no
sentido da sintese e hidrélise de ésteres, isso ocorre possivelmente
devido ao espaco limitado disponivel em sua parte hidrofébica (IDRIS;
BUKHARI, 2012), que aparece como uma particularidade desta enzima,
gue ao contrario da maioria das lipases, ndo apresenta ativacdo
interfacial, sendo 0 acesso ao sitio ativo feito por um canal estreito com
uma pequena hélice de elevada mobilidade perto deste sitio (JAEGER;
REETZ, 1998).

Considerando a importancia tecnoldgica da lipase B de Candida
antarctica, € de grande valia sua aplicagdo na forma imobilizada,
agregando valor a este biocatalisador, e podendo, assim, melhorar sua
estabilidade, possibilitando, ainda, sua reutilizacdo. Esta lipase é
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atualmente comercializada pela Novozymes, imobilizada via ligacéo
ibnica em resina acrilica (Novozym 435), porém este suporte traz alguns
problemas em relagdo a seu reuso, pois dependendo da reacdo em que a
enzima imobilizada é utilizada, o suporte nao resiste e se rompe.

2.3 APLICACOES INDUSTRIAIS

A aplicacdo das lipases como biocatalisadores em processos
industriais tém ocorrido em inddstrias alimenticias, téxtil, de papel e
celulose, detergentes, Oleos e gorduras, etc. Assim, esta classe de
enzimas vem conquistando uma faixa crescente do mercado com novas
aplicacBes biotecnoldgicas estabelecidas com sucesso na sintese de
biopolimeros e biodiesel, a producdo de compostos farmacéuticos
enantiopuros, agroquimicos e aromas (flavour) (BRIGIDA, 2006;
HASAN et al., 2009; KAPOOR; GUPTA, 2012).

Devido as suas caracteristicas biocataliticas, as lipases séo
utilizadas em diversos campos de aplicacdo. A Tabela 1 sintetiza as
principais aplicacdes das lipases em diferentes segmentos (MARTINS
et al., 2008; HASAN et al., 2006), considerando as reacGes de
hidrélise e de esterificacdo.

Diante dos diversos segmentos para aplicacdo industrial das
lipases, neste estudo destaca-se a sintese enzimatica de éster. Neste
sentido, os ésteres compdem uma das importantes classes de compostos
organicos com propriedades aromaticas, podendo ser sintetizados por
varios mecanismos. Esteres obtidos por via enzimatica tém sido muito
valorizados devido a sua obtencdo em condicGes brandas, podendo ser
considerados produtos naturais quando os substratos tém esta origem
(IRIMESCU et al., 2004).

Dentro deste conceito que compostos obtidos por catalise
enzimatica ou por agdo microbiana podem ser considerados “naturais”,
fato que promove grande aceitacdo por parte do consumidor, agregando,
dessa forma, maior valor aos produtos que utilizam esses aromatizantes
produzidos biotecnologicamente (CONCERTI et al., 2002). A
imobilizacdo de enzimas torna-se uma estratégia para a maioria das
aplicacdes em grande escala devido a facilidade de reutilizagdo do
catalisador, operacdo continua e purificacdo do produto (KIM et al.,
2006).
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lipases em diferentes

segmentos.
Indjisria ] Aplicagdes Prodwos
Hidralise
Alimentos Hidrlize da gordura do leite o "."-"_I,".]_ to de
= ‘flavour” lickeos
Hidrilise de dleos ¢ gorduras A.cu.juﬁ BrExOs, mono
digliceridens;
Bio fiacio Reagentes para andlise
Ouimica e ) de gordura
Tratamento efluente gorduroso =
. . Biossurfactantes
Andlise de doidos graxos de Reducio sclidos
TGO ducio sclidos
Cuimica Remogio de manchas de Deterge ntes (roupas ¢
(detergenies) gorduras superficies )
Madica l‘:;:: de triglicerides do Kits de diagndstico
}'arrna:::u_hca. Hidrolise estéreo-espeafica Hﬂinh.ma'_: misturas
agroguimica racémicas
Estwerificacio
Composios guirais
inte medidrios:
terapéutico; Estenss &
Ouimica emulsificantes;

{quimica fina)

A limentos,
Cuimica,
Famacéutica

Textil

Alimentos

Sintese de ésteres

Tranzestenficacdo (Heos

naturais)

Sintese de poliésieres

Sintese de ésteres

“Flavour”, Fragrancia
para cosmeéticos;
Agroquimicos,
herbicidas.

Oleos gorduras:
anilagos de manteiga
de cacan, Biodisel
Polié steres

binde gradiveis,
arométicos, fibras
sintéticas.

Aromas para alimentos
& bebidas

Fonte: RIGO et al., 2009.
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2.4 IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS

A lipase livre ndo é favorecida em desenvolvimentos industriais
devido a sua baixa estabilidade e dificuldade de recuperagdo. Assim, a
imobilizacdo de enzimas em materiais inertes tem atraido atencéo, e tem
sido largamente utilizada na producdo industrial (DONG et al.,
2014). Logo, a forma imobilizada permite facil recuperacdo e
reutilizacdo da enzima, o que significa um melhor processo de custo-
beneficio (CUNHA et al., 2014).

De acordo com a 1% Conferéncia em Engenharia de Enzimas
(Henniker, Estados Unidos, 1971), biocatalisadores imobilizados,
enzimas ou células, sdo catalisadores fisicamente confinados ou
localizados em uma regido definida do espago, com retengdo de suas
atividades cataliticas, e que podem ser utilizados repetida ou
continuamente (CARVALHO et al., 2006).

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um
biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas
durante o processo, em comparagdo a sua forma livre. Idealmente, a
enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica superior.
Além disso, ndo deverdo ocorrer alteragcBes estruturais, bem como
modifica¢cdes no sitio ativo que comprometam a atividade enzimética
(DALLA-VECCHIA et al., 2004). A imobilizacdo pode inibir ou
aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém ndo existe uma
regra que prediga a manutencdo destes pardmetros ap6s o0 processo de
imobilizacdo (FRAMPTON; ZELISKO, 2014).

Para que o emprego de enzimas imobilizadas torne-se um
processo economicamente viavel, deve-se considerar o tipo de suporte
empregado assim como o método de imobilizacdo, que influenciara
diretamente na posterior atividade e reuso do biocatalisador (MILETIC
et al., 2012; CIPOLATTI et al., 2014). A escolha de um método de
imobilizacdo para uma dada enzima depende de fatores essenciais do
processo, tais como os substratos utilizados, os tipos de reacdes e as
configuragdes do reator, exigindo um projeto adequado para atender as
necessidades da reagdo. Um dos principais fatores é a selecdo de um
suporte adequado para a fixacdo da enzima. Assim, o método escolhido
deve atender a duas necessidades, a catalitica, expressa em
produtividade, rendimento, estabilidade e seletividade e a ndo-catalitica,
relativa a controle e down-streaming process (DALLA-VECCHIA et
al., 2004).

Vaérios suportes sdo encontrados na literatura, sendo testados para
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a imobilizagdo de enzimas mediante diversas técnicas. A imobilizacéo
em suportes sdlidos ocorre basicamente de trés formas, por adsorcéao
(carvédo ativo), ligacdo covalente (celulose e silica) ou ligacdo idnica
(celulose), ou ainda, por combinagdes destas técnicas. A escolha do
método vai depender da enzima a ser imobilizada e sua finalidade, ou
seja, um importante requisito para imobilizacdo de enzimas € de que a
matriz devera fornecer um ambiente inerte e biocompativel, isto é, ndo
deve interferir com a estrutura nativa da proteina, que, assim, possa
comprometer sua atividade biolégica (MITCHELL et al., 2002)

2.4.1 Métodos de imobilizacéo de enzimas

Vérias técnicas podem ser aplicadas para imobilizar ou confinar
as enzimas em suportes sélidos, estando baseadas em mecanismos
fisicos e quimicos. Entre os métodos de imobilizacdo estdo: retencdo
fisica, que consiste no aprisionamento das moléculas da enzima em
matriz polimérica, microcapsula ou membrana; a imobilizacdo por
ligacdo da enzima a um material insollvel, e pelo uso de um reagente
multifuncional por ligagdes cruzadas (HAIDER; HUSAIN, 2009),
conforme pode ser verificado na Figura 2.

Figura 2- Métodos de imobilizacdo de enzimas (FISCHER,
2010).

| METoDOS PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS |
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Embora cada método apresente vantagens e desvantagens, a
escolha da estratégia deverd considerar as relacfes entre suporte-
enzima-substrato-solvente organico-agua, para a manutencdo das
propriedades cataliticas e da estrutura tridimensional das lipases
(DALLA-VECCHIA et al., 2004). A interagdo entre eles ira resultar em
um derivado enzimatico com propriedades quimicas, bioquimicas e
mecanicas especificas (TISCHER; KASCHE, 1999).

O desempenho da enzima imobilizada depende em grande parte
da estrutura do suporte (MILETIC et al., 2012). Assim, apresenta-se a
seguir, de maneira sucinta, algumas técnicas que vém sendo empregadas
para a imobilizacdo de enzimas.

2.4.1.1 Adsorcéo fisica

E o método mais simples e amplamente empregado para
imobilizacdo de enzimas. As principais vantagens deste tipo de
imobilizagio séo a facilidade e a simplicidade do processo e, além disso,
a estrutura conformacional da enzima é pouco alterada e pode ter
elevada atividade catalitica. A adsorcdo da enzima é dependente do pH,
da natureza do solvente, forca ibnica, concentragdo de enzimas e
temperatura. O controle dessas variaveis é requerido para a adsorcao
otimizada e retencdo da atividade, devido a ligacdo fraca entre suporte e
enzima (GAO et al., 2009; RASTIAN et al. 2014).

Na imobilizagdo por adsorcéo fisica, a enzima fica retida na su-
perficie do suporte insollvel que se encontra em meio aquoso, através
de interacfes de Van der Waals, interacdes hidrofobicas, ligacGes de
hidrogénio e interaces especificas. Tal método promove pouca per-
turbacdo sobre a estrutura nativa da enzima. Porém, apresenta como
desvantagem a facil dessorcdo da enzima durante sua utilizacdo
(CARDOSO et al., 2009).

2.4.1.2 Ligacao covalente

A enzima é covalentemente ligada num suporte ativado através
de aminoacidos, tais como os grupos amina de lisina ou arginina, 0s
grupos carboxila do acido aspartico e acido glutdmico entre outros. No
entanto, 0s grupos amina das proteinas sdo as porcGes mais utilizadas
para a imobilizacdo covalente, estando presentes na maioria das
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proteinas. Estes grupos sdo normalmente encontrados na superficie das
proteinas e sdo muito reativos, ndo havendo necessidade de ativacdo
prévia, para a maioria dos grupos reativos em suportes. Geralmente, a
imobilizacdo covalente de enzimas é realizada em trés etapas sucessivas:
a ativacdo inicial do suporte, seguido por modificacdo do suporte
ativado e, finalmente, ligacdo da enzima com o suporte (BUKHARI et
al., 2014).

A ligacdo covalente ndo é comum como o método de adsorcéo
fisica, mas apresenta a vantagem de evitar o fenbmeno de dessorcao.
Este método pode também afetar a estrutura nativa da enzima, devido a
alteracdo do centro ativo. Suas principais vantagens sdo a maior
resisténcia do biocatalisador quanto & variacdo de pH, temperatura e
influéncia de solventes orgéanicos; os derivados preparados podem ser
empregados em diversas conformacdes de reatores, como fluxo
continuo, empacotado, tanque agitado e leito fluidizado e, a carga de
enzima permanece constante ap6s a etapa de imobilizacdo
(JEGANNATHAN et al., 2008; MATEO et al., 2007; FREITAS et al.,
2011).

2.4.1.3 Ligacao idnica

Na imobilizacdo por ligacéo ibnica, a enzima se une ao suporte
através de atracOes eletrostaticas estabelecidas entre as cargas opostas
presentes, tanto na superficie do suporte quanto da enzima (CARDOSO
et al., 2009). A principal diferenca entre a adsorcédo fisica e a ligacdo
ibnica é a energia envolvida entre a enzima e o suporte, pois as ligacdes
ibnicas sdo mais fortes do que as forcas de VVan der Waals ou ligacGes de
hidrogénio, porém mais fracas do que a ligacdo covalente
(FERNANDES et al., 2006).

O procedimento deste método é feito da mesma forma que no
processo de adsorcao fisica. Como desvantagem, neste método também
pode haver a liberacdo da enzima pelo suporte, por variagdes de pH e
forca ibnica do meio, visto que para este método ha total dependéncia
destes. As vantagens sdo: possibilidade de reutilizacdo do suporte, baixo
custo, simplicidade do método, disponibilidade de suportes, pouca
mudanga conformacional na enzima, devido ao carater iénico da ligacéo
e as condi¢bes amenas de imobilizacdo, 0 que conduz a obtengdo de
derivados imobilizados com altas atividades enzimaticas (WEETALL,
1975).
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2.4.1.4 Retencao fisica em matriz

A encapsulacdo consiste na retencdo fisica da enzima nas cavi-
dades internas de uma matriz sélida porosa constituida geralmente por
polimeros entrecruzados como poliacrilamida, gelatina, alginato,
poliuretano e silanos (SHELDON; PELT et al., 2013; MENDES et al.,
2011). Na imobilizagdo em matriz, a enzima esta livre em solugéo, mas
com seu movimento restrito por uma rede de gel ou polimero. A enzima
€ misturada aos componentes que formardo o polimero e, quando esse €
formado, a enzima fica presa a matriz. A porosidade da matriz deve
evitar a perda de enzima e, a0 mesmo tempo, permitir o livre movimento
do substrato e do produto (CARDOSO et al., 2009).

A vantagem da encapsulacdo de enzimas se deve a grande area
superficial de contato entre o substrato e a enzima no interior do suporte
e a possibilidade de imobilizagdo simultanea de diferentes enzimas em
uma Unica etapa, porém, existem algumas desvantagens que devem ser
levadas em consideracdo, a restricdo de que os biocatalisadores podem
ser aplicados somente com substratos de baixa massa molecular; a
possivel inativacdo da enzima durante o procedimento de imobilizacéo;
a alta concentracdo de enzima necessaria para garantir a encapsulacéo e
o0s possiveis efeitos de difusdo de substratos e/ou produtos no interior da
matriz porosa (SHELDON; PELT et al., 2013; MENDES et al,. 2011;
DATTA et al., 2013).

2.4.1.5 Retencao fisica em microcapsula

A imobilizacdo em microcapsula consiste no preparo de um
sistema emulsionado, onde a enzima estd confinada no interior de
micelas formadas por surfactantes. As enzimas permanecem livres em
solucdo, mas em um espagco restrito (CARDOSO et al., 2009).

Este método de imobilizacdo de enzimas é uma das técnicas mais
promissoras, porque pode ser basicamente confinado sem perder a
integridade estérica. O tamanho das microcapsulas e as propriedades da
membrana sdo determinados pelos fatores: composicdo da mistura,
concentracdo dos reagentes, agitacdo e tempo de reacdo (LIMA et al.,
2001).
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2.4.1.6 Retencao fisica em membranas

Este método de imobilizacdo consiste no confinamento da enzima
numa dada regido da solugdo, através de uma membrana semipermeéavel
(didametro médio de poros da ordem de 200 pm). Nesse caso ndo ha
riscos de desnaturagdo da enzima, pois ndo sdo empregados reagentes
guimicos. No entanto, as limitagdes difusionais sdo intensas (LIMA et
al., 2001).

Na imobilizagdo através da retengdo fisica em membranas, uma
das principais vantagens é a possibilidade de imobilizacdo simultanea de
diferentes enzimas em uma Unica etapa. A alta concentracdo de enzima
necesséria para garantir esta retencdo fisica na membrana, apresenta-se
como desvantagem (MENDES et al, 2011).

2.4.1.7 Ligacédo cruzada

A imobilizacdo por ligacdo cruzada é livre de suporte, e as en-
zimas estdo ligadas umas as outras, ou a proteinas inativas (gelatina,
albumina), formando uma estrutura tridimensional complexa. Pode ser
obtida via métodos fisicos ou quimicos. Quando obtidas por métodos
guimicos sdo resultantes das ligacdes covalentes entre as enzimas e sdo
favorecidas pelo uso de agentes bi- ou multifuncionais. Como
desvantagens do meétodo estdo a baixa retencdo da atividade e a baixa
estabilidade mecanica, que dificulta sua aplicacdo industrial, além de
pouca reprodutibilidade (CARDOSO et al., 2009).

Como alternativas ao método convencional foram desenvolvidos
0s métodos por ligacdo cruzada utilizando enzimas cristalinas (CLEC -
cross-linked enzymes crystals) e o método de formacdo de agregados
fisicos, por precipitacdo, e subsequente entrecruzamento (CLEAs -
cross-linked enzyme aggregates) das enzimas do agregado. O uso dos
CLEAs tem atraido a atencédo, por sua simplicidade, extensa aplicacéo,
alta estabilidade e preservacéo da atividade (CARDOSO et al., 2009).

2.4.2 Suportes para imobilizagdo de enzimas

A selecdo da técnica e suporte empregados depende da aplicacdo
a que o biocatalisador se destina. Nao ha um suporte universal para
todas as enzimas e suas aplicac@es, mas a escolha do suporte dependera
da reacdo na qual o derivado imobilizado seré aplicado, o biocatalisador
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a ser utilizado, e custos envolvidos no processo (DALLA-VECCHIA et
al., 2004). Caracteristicas desejaveis comuns devem existir para a
escolha do suporte a ser utilizado na imobilizacdo de enzimas. Entre elas
inclui-se: alta afinidade para proteinas, presenca de grupos funcionais
reativos para reacdes diretas com enzimas e para modificacdes quimicas,
hidrofilicidade, estabilidade mecénica e regenerabilidade (SILVA,
2007).

Inmeros suportes tém sido apresentados na literatura para
imobilizacdo de enzimas, por exemplo, polimeros, materiais
inorganicos, nanoparticulas magnéticas, entre outros (JUN et al., 2013;
BARBOSA et al., 2011; NETTO et al., 2013; SANTIN et al., 2014,
DONG et al., 2014;). Dentre estes destacam-se os polimeros como 0s
poliuretanos, compostos que vém sendo empregados como suportes
enzimaticos devido a sua resisténcia aos solventes organicos
(CORREIA et al., 2011). Portanto, énfase sera dada ao suporte utilizado
no desenvolvimento deste estudo, a espuma de poliuretano.

2.4.2.1 Espuma de poliuretano (EPU)

Os poliuretanos sdo polimeros que contém o grupo uretano em
sua cadeia principal (Figura 3). Entretanto, outros grupos como éster,
éteres, amida e ureia também estdo presentes na cadeia polimérica
(VILAR, 2004).

Figura 3 - Férmula estrutural geral do poliuretano.

]
RAfNH—( ——OTR
n

Os poliuretanos (PUs) sdo formados pela reacdo de adicdo entre
um isocianato, composto que conttm o grupo [-N=C=0] e um
hidrogénio &cido (H+) existente. A reacdo de adi¢do ocorre através da
dupla ligacdo C=N, sendo a reacdo mais importante a que ocorre entre
um isocianato e um composto que contenha o grupo -OH (hidroxila),
formando ésteres carbamicos, denominados uretanos (Figura 4)
(CADENA et al., 2010; MATSUI, 2007).
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Figura 4 - Reagé&o principal de formagao do uretano.

R-N=C=0 + R'-OH —¥ R-N['I-E-D-R‘

isocianato poliol uretano

Segundo Shelke et al. (2014), poliuretanos (PU) tém recebido
cada vez mais atencdo, devido a sua versatilidade, apresentando
propriedades mecénicas e bioldgicas muito diferentes, e por ser
considerado um dos materiais mais biocompativeis. Merece destaque
também por sua durabilidade, flexibilidade e bioestabilidade, o que o
torna interessante na aplicacdo como carreador de farmacos, engenharia
de tecidos e desenvolvimento de dispositivos médicos. Esta tecnologia
pode ser considerada promissora para usO CcOmo suporte para
imobilizacdo de enzimas em rea¢Bes em meios organicos, considerando
gue estes possuem propriedades Unicas tais como a resisténcia a 6leos,
solventes e gorduras (GUNCHEVA et al., 2011).

A espuma de poliuretano (EPU) é um material inerte, que tem
sido utilizado na imobilizacdo de enzimas de maneira eficiente (PIRES-
CABRAL et al., 2007; SILVA et al., 2013; SANTIN et al., 2014). Essa
espuma é resultante da condensacdo de policianatos (R-CNO) e poliois
(R-OH). Ap6s a polimerizagéo, o dioxido de carbono escapa da matriz,
formando poros. Tipicamente, as matrizes porosas de poliuretano nao so
aumentam as areas de superficie, mas também minimizam a limitacdo
por difuséo entre substrato e produto (SILVA et al., 2013).

A Figura 5 mostra as etapas de polimerizagdo da espuma flexivel
de poliuretano, onde pode ser visualizada a nucleacdo e o crescimento
da espuma. Inicialmente, durante a etapa de agitagéo, ocorre a mistura
do ar com os ingredientes liquidos. Comumente, estes preparados
contém surfactante de silicone, o qual reduz a tensdo superficial,
resultando numa maior superficie para uma dada quantidade de energia
fornecida ao sistema (Figura 5e). Este processo é chamado de nucleagéo
(VILAR, 2004). Essas bolhas de gés sdo geradas através de toda a massa
fluida, que remanescem como poros no resfriamento e ddo origem a uma
estrutura esponjosa (CALLISTER, 1991).

A imobilizacdo de enzimas em espumas flexiveis de poliuretano
aparece como um método simples, que pode aumentar a atividade,
estabilidade e principalmente o reuso das enzimas, devido as
propriedades mecénicas inerentes ao suporte formado, apresentando
uma influéncia positiva nos custos do processo (OZDEMIR et al.,
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2009).

Figura 5 - Esquema representativo das etapas para formacdo da
espuma flexivel de PU (VILAR, 2004).
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2.5 SINTESE DE ESTERES

A producdo de aromas e fragrancias através de substancias
naturais como matérias-primas esta sob intenso desenvolvimento ao
longo das dltimas trés décadas. O uso desses substratos associados a
utilizacdo de enzimas imobilizadas pode favorecer economicamente o
processo, devido ao baixo custo associado aos substratos e capacidade
de reutilizacéo do derivado imobilizado. Embora a sintese quimica ainda
supere a utilizacdo de enzimas, ha uma demanda pelo consumo de
produtos “naturais”, caracteristica que vem adquirindo cada vez maior
importancia para os consumidores, impulsionando a producao de ésteres
de aromas por via biotecnoldgica. Com base no exposto, a biocatalise
deve representar uma alternativa potencial para a sintese quimica
(CHIARADIA et al., 2012; PAROUL et al., 2012).

A esterificagdo para produgdo dos ésteres aromaticos ocorre a
partir da adicdo de um alcool com &cido na presenca do catalisador
(lipase), com eliminagéo de &gua. Esteres de cadeia curta &0 compostos
amplamente distribuidos na natureza e sdo 0s principais componentes de
cosmeéticos, aromas em alimentos, perfumes, e inddstria farmacéutica,
devido ao seu aroma natural (KUPERKAR et al., 2014).

O geraniol é um dos principais constituintes de varios 6leos
essenciais, tais como rosas e citronela e também é presente em
concentragcBes mais baixas de geranio, liméo e varias outras esséncias
(PAROUL et al., 2010). Este alcool pode ser obtido através do 6leo de
citronela (Cymbopogon nardus), diminuindo, significativamente os
custos do processo, considerando que 25 g de geraniol custam R$174,00
(Sigma-Aldrich) e 25 g de 6leo de citronela R$ 8,50 (Extrato Vital,
farmécia local, Floriandpolis/SC).

A partir do geraniol pode ser obtido o geranil propionato (trans-
3,7-dimetil-2,6-octadien-1-propionato) (Figura 6), que merece destaque
dentre os vérios ésteres de importancia industrial, apresentando um
relevante papel na inddstria de alimentos, sendo aplicados em balas,
produtos de panificacdo e gelatinas. Além de possuir ampla aplicacdo na
indUstria de cosméticos e farmacéutica. A principal vantagem do geranil
propionato € ser considerado seguro, possuindo certificagdo GRAS
(Generally Recognized as Safe) pela FEMA (1965) e é aprovado pelo
FDA para uso alimentar (21 CFR 121,1164).
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Figura 6 - Reacdo de esterificacdo para producdo de geranil
propionato.
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2.6 CONSIDERAGOES PARCIAIS

Com base no exposto ao longo deste capitulo, pode-se verificar o
crescimento do interesse pela imobilizacdo de enzimas nas Ultimas
décadas, tendo como causa principal o seu largo potencial em aplicacdes
industriais. Enzimas imobilizadas, idealmente, devem ser recuperadas e
reutilizadas facilmente, o que significa um melhor processo de custo-
beneficio.

Nesse contexto, varios suportes sdo relatados no estudo da
imobilizacdo de enzimas visando aumentar a sua estabilidade para
aplicacdo em processos industriais, dentre estes o poliuretano. A
utilizacdo de espumas de poliuretano para imobilizacdo de enzimas tem
sido reportada com sucesso em estudos como o de Cui et al. (2013) e
Silva et al. (2013).

Levando em consideracdo estes aspectos, este trabalho visa o
estudo da imobilizacdo de lipase de Candida antarctica fragdo B em
espuma de poliuretano, avaliando diferentes métodos de interacéo
enzima-substrato. Embora trabalhos como o do Cui et al. (2013) ja
tenham demonstrado a eficacia deste tipo de imobilizacdo para outra
lipase, o presente trabalho apresenta uma analise mais ampla da
utilizacdo deste suporte, também utilizado aqui como base para
imobilizagdo de lipase por confinamento. Além disso, também serd
descrita a caracterizacdo dos suportes utilizados, bem como dos
derivados obtidos, 0 que torna ainda mais interessante para posterior
aplicagéo.

O derivado devidamente caracterizado sera aplicado na sintese do
éster aromatico geranil propionato, o qual apresenta importancia na
aplicacdo industrial, por ser desenvolvido por uma fonte alternativa, ou
seja, substratos naturais como o 6leo de citronela, apresentando diversas
aplicacdes na industria de alimentos, como em produtos de panificacéo,
sorvetes e gelatinas. Logo, a aplicacdo de CalB imobilizada em espuma
de poliuretano na sintese de geranil propionato a partir do 6leo de
citronela (Cymbopogon winterianus) aparece como uma alternativa
viavel, podendo embasar outros trabalhos na area e futura aplicacdo em
larga escala.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0 material e métodos utilizados,
bem como os procedimentos laboratoriais adotados durante a fase
experimental deste trabalho, relacionado a imobilizacdo de lipase B de
Candida antarctica em espuma de poliuretano e aplicagdo na sintese do
geranil propionato. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Engenharia Bioquimica (ENGEBIO) e na Central de Andlises, do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos
(EQA), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.1 MATERIAL

3.1.1 Enzima

A lipase Candida antarctica B (Novozymes NZL-102, CalB), na
forma liquida, foi gentilmente cedida pela empresa Novozymes Latin
América Ltda (Araucéria-PR).

3.1.2 Reagentes

» Etanol (Sigma-Aldrich, > 99,5% pureza);

+ Acido propidnico (Sigma-Aldrich, > 98,5% pureza);

* Hexano CgHy4 (Sigma-Aldrich, > 98,5% pureza);

* Diclorometano - CH,Cl, (Sigma-Aldrich, 99,5% pureza).

* p-nitrofenil palmitato (p-NPP) (Sigma-Aldrich);

+ Oleo essencial de citronela (Farmacia Extrato Vital);

* Tolueno diisocianato (TDI) (Manne Ltda/ Guaramirin-SC);
* Poliol poliéter (Mannes Ltda/Guaramirin-SC).

3.1.3 Equipamentos

Dentre os equipamentos utilizados para o desenvolvimento deste
trabalho, pode-se citar:

e Liofilizador (LIOTOP, modelo L101);
¢ Balanca Eletronica de Precisdo GEHAKA BG 200;
¢ Balanca Analitica DIGIMED KN 500;
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o Estufa 502 ORION®, marca FANEM® S&o Paulo - Brasil;

e pHmetro digital 827 pH lab, marca METROHM Swissmade;

e Dessecador;

e Incubadora shaker com agitacdo orbital MA 410/CFT, marca
MARCONI, 220 volts, 700 watts.

¢ Banho termostatizado com shaker marca DUBNOFF;

¢ Rota-evaporador acoplado com bomba a vacuo e banho
termostatizado;

o Freezer modelo Electrolux RE28, 220 volts;

¢ CG/FID Shimadzu modelo 2010, equipado com uma coluna
capilar de silica fundida Rtx-Wax.

3.2 METODOS

3.2.1 Purificacéo da lipase B de Candida antarctica (CalB)

A lipase comercial CalB (obtida da Novozymes) apresentava-se
dissolvida em sorbitol, sendo necessaria purificacdo prévia. A etapa de
purificacdo consistiu na didlise da lipase comercial CalB com tampéo
fosfato 50 mmol.L™ (pH 7,0) por 24 h. Apés a purificacdo, a enzima foi
liofilizada por 24 h e armazenada sob refrigeracdo para posteriores
andlises.

3.2.2 Imobilizacdo da lipase de Candida antarctica B (CalB) em
espuma de poliuretano (EPU)

3.2.2.1 Formagcao da espuma de poliuretano (EPU)

A espuma foi formada a partir da reacdo de 3 mL de tolueno
diisocianato (TDI) formado da mistura dos isémeros 2,4 e 2,6 nas
proporgdes 80/20 (TDI 80/20) e 5 mL de poliol poliéter, em uma raz&o
molar de NCO:OH 2:1.

Os mondmeros foram adicionados a um copo plastico, que
permitiu a melhor retirada da espuma ap6s o término da reacdo. A
reacdo foi realizada em banho de gelo sob agitacdo manual (SILVA et
al., 2013). Apos a formacédo da espuma, esta foi cortada (5 mm x 5 mm
X 5 mm), e submetida a temperatura ambiente (CUI et al., 2013). A
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Figura 7 mostra uma espuma de poliuretano utilizada como suporte
neste trabalho.

Figura 7 - Espuma de poliuretano (EPU).

3.2.2.2 Imobilizacéo de CalB em espuma de poliuretano

Para imobilizacdo de CalB em espuma de poliuretano foram
utilizados 4 métodos, descritos a seguir (Figura 8):

(1) Enzima imobilizada por adsor¢do ao suporte (PU-ADS): a
adsorcdo da enzima foi realizada por imersdo da espuma em uma
solucdo lipolitica (30 mg/mL) a 15 °C em agitador orbital durante 2 h. O
imobilizado resultante foi seco em estufa a 40 °C por 24 h e apds
armazenado a 4 °C (adaptado de CUI et al., 2013);

(2) Enzima imobilizada por troca idnica (PU-PEI): a espuma de
poliuretano foi recoberta com uma solugdo de 0,2% de polietilenoimina
(PEI) (m/v) (25000 Da, linear) por 2 h a 35 °C e lavada com éagua
destilada para remocéo do excesso de PEI. O EPU recoberto com PEI
foi seco em estufa a 40 °C por 24 h e armazenado a 4 °C. A enzima foi
imobilizada seguindo o0 método descrito em (1) (CUl et al., 2013);

(3) Enzima imobilizada por ligacdo covalente (PU-PEI-GA):
neste método, a espuma de poliuretano recoberta com PEI foi ativada
com solucéo 0,5% de glutaraldeido (GA) (m/v) a 35 °C por 2 h e lavada
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com é&gua destilada para remover o excesso de GA. Apos, a enzima foi
imobilizada covalentemente utilizando o método descrito em (1) (CUI et
al., 2013).

(4) Enzima imobilizada por incorporagdo ao suporte (PU): neste
método a enzima CalB liofilizada (30 mg/mL) foi adicionada ao poliol
poliéter, em banho de gelo, em seguida o tolueno diisocianato (TDI) foi
adicionado. A espuma formada foi seca em estufa a 40 °C por 24 h e
entdo armazenada a 4 °C (SILVA et al., 2013).

Figura 8 - Esquema dos métodos de interacdo CalB- espuma de
poliuretano utilizados neste trabalho. Em cor laranja representa a

espuma de poliuretano, os circulos azuis a enzima CalB, verde:
polietilenoimina e vermelho: glutaraldeido.
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3.2.3 Determinac&o da atividade hidrolitica

A atividade enzimética foi medida pela hidrolise do p-nitrofenil
palmitato (p-NPP) 0,5% em etanol, como substrato. Foram realizados 0s
ensaios com os preparados enzimaticos e com a enzima livre, pesando
200 mg e 100 mg, respectivamente. Ap6s a pesagem de ambos,
preparados enziméticos e enzima livre, foi adicionado 1 mL do substrato
e 1 mL de tampdo fosfato 0,05 M pH 7,0. E entdo, seguiu para
incubacdo em banho termostatizado a 30 °C por 5 min, e a reacdo foi
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interrompida com 2 mL de Na,COs. O aumento da absorbancia a 410
nm, causada pela liberacdo do p-nitrofenol na hidrélise do p-NPP, foi
medida espectrofotometricamente UV-Vis (CHIOU e WU, 2004).

3.2.4 Determinacao do contelido de proteina

A determinacdo de contetdo de proteina foi realizada de acordo
com método proposto por Bradford (1976), utilizando curva padrao de
albumina de soro bovino.

As leituras das amostras foram realizadas em espectrofotdmetro a
595 nm, da adi¢do de 0,1 mL de amostra a 5 mL do reagente de
Bradford.

3.2.5 Caracterizagdo dos derivados enzimaticos imobilizados

3.2.5.1 Densidade aparente

A densidade aparente foi avaliada de acordo com metodologia
descrita pela American Society for Testing and Materials (ASTM) na
norma ASTM D 3574-03. A medida das amostras foi realizada com o
auxilio de um paquimetro. O corte teve dimensdes de 5x5x5 mm. Apds
foi verificado o peso, em balanca digital com precisdo de 0,0001 g,
capacidade de 200 g (GEHAKA, BG 200). O valor calculado é expresso
em g/cm3. As andlises foram realizadas em triplicata.

3.2.5.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (EITF)

As andlises de Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (EITF) do inglés Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) foram realizadas em aparelho modelo Tensor 27,
da marca Bruker, no Laboratério de Materiais da UFSC (Labmat). As
amostras foram analisadas no modo de refletancia total atenuada (ATR),
com ponteira de diamante e foram analisadas por transmitdncia na
regido de 4000 a 600 cm™, com resolugao de 4 cm™ e 32 varreduras. Os
dados foram tratados pelo software do equipamento, e apds plotados no
Origin.
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3.2.5.3 Morfologia da enzima imobilizada nos diferentes suportes de
espuma de poliuretano

A morfologia do suporte e das enzimas imobilizadas foi
verificada em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) JEOL JSM-
6390LV. As espumas foram cortadas e fixadas com fita de carbono, em
um suporte e recobertas com ouro. A magnitude utilizada foi de 27, 30 e
100 vezes. As analises de MEV foram realizadas no Laboratorio Central
de Microscopia (LCME) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). A anélise do tamanho médio das particulas foi realizada com o
auxilio do software Size Meter 1.1.

3.2.5.4 Estabilidade da enzima imobilizada em EPU em diferentes
pHs

A enzima CalB livre e imobilizada nos métodos propostos em
espuma de poliuretano (EPU) foram mantidas em diferentes pHs por 24
h a temperatura ambiente. Foi utilizado tampéao fosfato 50 mM (pH 7,0);
tampdo acetato de so6dio 50 mM (pH 5,0) e tampéo Tris—HCI 50 mM
(pH 9,0), e entdo, a atividade enzimatica foi avaliada, conforme descrito
no item 3.2.3.

3.2.5.5 Determinacao dos parametros cinéticos

As constantes cinéticas foram determinadas utilizando como
substrato p-nitrofenil palmitato (p-NPP) em diferentes concentracfes
(0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mM) na atividade enzimatica, possibilitando
a determinacédo da constante de Michaelis-Menten (K,,) e da velocidade
maxima de reacdo (Vmax) pelo sistema grafico de Lineweaver & Burk.
Os valores de K., e Vn foram calculados para os derivados
imobilizados e para enzima livre.

3.2.5.6 Estabilidade térmica da enzima livre e das enzimas
imobilizadas em EPU por 48 horas

A enzima CalB livre e imobilizada nos diferentes métodos
propostos em espuma de poliuretano (EPU) foram mantidas a
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) e incubadas em estufa a
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40, 60 e 80 °C durante 48 horas, e entdo, a atividade enzimatica foi
avaliada conforme descrito no item 3.2.3.

3.2.5.7 Estabilidade térmica da enzima livre e das enzimas
imobilizadas em EPU por 60 dias de incubagédo

Os métodos de imobilizacdo considerados promissores, em
termos de atividade enzimatica, estabilidade e parametros cinéticos (PU
e PU-ADS), foram avaliados em relacdo a estabilidade térmica ao longo
de 60 dias de incubagdo nas temperaturas de 25, 40, 60 e 80 °C, e a
atividade enzimatica foi avaliada conforme apresentado no item 3.2.3.

3.2.6 Estudo cinético preliminar da producdo enzimatica de geranil
propionato

A fim de avaliar o tempo de reacdo para a sintese do geranil
propionato nos melhores métodos de imobilizacdo (PU e PU-ADS),
foram consideradas as condicGes otimizadas de Paroul et al. (2012), em
relagdo as variaveis estudadas no processo enzimatico. Oleo de citronela
e cido propibnico na razdo molar de 5:1 (m/m) foram utilizados como
substratos na esterificacdo enziméatica. Os outros pardmetros mantidos
constantes foram: 5 % (m/v) de concentracdo da enzima e 60 °C. Os
tempos avaliados foram 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 horas.

3.2.7 Sintese enzimatica do éster geranil propionato

Apo6s definir os melhores métodos de imobilizagdo (PU e PU-
ADS), as reagBes de esterificagdo foram aplicadas para sintese do
geranil propionato, nas condi¢des experimentais descritas no item 3.2.6,
utilizando um volume reacional de 10 mL. O dleo de citronela
(Cymbopogon winterianus) foi utilizado como fonte de geraniol. Os
ensaios foram realizados a 60 °C em shaker com agitacdo orbital de 150
rpm, por 24 horas (tempo determinado pelo estudo cinético, item 3.2.6),
conforme condi¢es estudadas por Paroul et al. (2012). Apds o término
do tempo de reacdo, o biocatalisador foi filtrado em papel filtro e
utilizado solvente orgénico para uma maior remog¢do do geranil
propionato aderido ao suporte da enzima e nas paredes dos frascos. As
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amostras foram evaporadas a vacuo por 10 min a 40 °C. Todas as
amostras foram mantidas sob refrigeracdo, para posterior analise.

3.2.8 Quantificacdo do éster geranil propionato

A quantificacdo do éster geranil propionato foi realizada por
cromatografia gasosa em equipamento Shimadzu GC-2010 equipado
com processador de dados. As andlises foram realizadas utilizando
coluna capilar de silica fundida Rtx-Wax (30 m x 0,25 mm ID x 0,25
pm df ), detector FID, com a seguinte programagdo de temperatura: 40
°C (2 min), 40 a 180 °C (6 °C/min), 180 - 230 °C (20 °C/min), 230 °C (5
min), temperatura do injetor 250 °C, detector a 250 °C, modo de inje¢éo
split, razdo de split 1:100, gas de arraste N, (56 kPa), volume injetado
1,0 pL de amostra diluida em diclorometano (2:10). A determinagdo da
conversdo das reacdes foi feita acompanhando a redugdo da area do
sinal do agente limitante geraniol.

3.2.9 Identificagdo do 6leo de citronela e do éster geranil propionato
por CG-MS

A identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial de
citronela (Cymbopogon winterianus) e do éster geranil propionato foram
analisados através de injegdo de 1 pL da fase orgénica em cromatégrafo
gasoso acoplado a espectrébmetro de massas (CG-EM) da Shimadzu
modelo QP2010, equipado com coluna Rtx®-1 MS (Crossbond® 100%
dimetil polisiloxano) de 30 m de comprimento, com 0,25 mm de
diametro interno e 0,25 pum de espessura do filme. As condigdes de
operacdo foram: temperatura da coluna de 80 °C por 2 min, taxa de
aguecimento 10 °C min™ até 140 °C com taxa de aquecimento 3°C min™
até 200 °C mantida por 10 min, com taxa de aquecimento de 5°C min™
até 230 °C, com taxa de aquecimento de 20 °C min até 300 °C mantida
por 0,83 min; temperatura do injetor: 280 °C, injecdo no modo Split;
temperatura da interface: 260 °C; hélio foi empregado como gas de
arraste, com fluxo de 0,8 mL min®. Os espectros de massas foram
registrados em espectrometro de massas operando na forma scan com
varredura de 40 a 400 de massa carga; voltagem do filamento de 70 eV;
voltagem do detector de 1,3 KV; analisador do tipo quadrupolo, em um
tempo de andlise de 48,33 min. Os compostos presentes no Gleo
essencial de citronela e o éster foram identificados com 97 a 93% de
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similaridade quando comparados com o0s espectros de massas da
biblioteca NIST 05.

3.2.10 Estudo de sucessivos ciclos de uso dos derivados enzimaticos
imobilizados em espuma de poliuretano (EPU) na sintese de geranil
propionato

Para o teste de reuso da enzima foram consideradas as seguintes
condicdes: razdo molar de 5:1 6leo de citronela e &cido propifnico,
temperatura 60 °C, 5 % (m/v) de enzima em relacdo & massa total de
substratos, tempo reacional 24 h e agitagdo 150 rpm. A enzima
recuperada foi filtrada e lavada com 30 mL de hexano para retirar os
residuos remanescentes da reacdo. Apds, o derivado enzimético foi
mantido em estufa a 40 °C por 1 h. A enzima recuperada foi novamente
utilizada na sintese do geranil propionato, e assim, sucessivamente até
observar um declinio na conversao.

3.2.11 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicatas, e analisadas
utilizando o software Statistica versao 7.0 (Statsoft Inc, USA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse capitulo estdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos no desenvolvimento desta pesquisa, referentes a imobilizacdo de
lipase B de Candida antarctica em espuma de poliuretano e posterior
aplicacdo do derivado enzimatico na sintese do éster geranil propionato.
A influéncia da temperatura na estabilidade da enzima imobilizada,
capacidade de reciclos reacionais e caracteristicas dos suportes e dos
imobilizados estdo apresentados.

4.1 IMOBILIZACAO DA LIPASE B DE Candida antarctica (CALB)
EM ESPUMA DE POLIURETANO (EPU)

A proporcao a ser utilizada de poliol e isocianato foi determinada
com base nos resultados obtidos por Fernandes (2013). Conforme ilustra
a Figura 9, as propor¢Oes estudadas foram de 5:3 e 6:2 (poliol:
isocianato). A propor¢do 6:2 conduziu a formagdo de uma espuma com
grandes poros, tornando-se inadequada para esse trabalho. Ja a
propor¢do de 5:3 garantiu uma maior homogeneidade nos poros, logo,
uma espuma uniforme e flexivel. Assim, esta conduziu a formacéo de
polimero com melhores caracteristicas e, portanto, esta foi a propor¢do
empregada na avaliagdo do processo de imobilizagdo da CalB.

Figura 9 - Aspecto conformacional das espumas de poliuretano

formadas empregando diferentes propor¢des dos mondmeros poliol e
isocianato, respectivamente, sendo (a) 5e 3 mL e (b) 6 e 2 mL.

(a) (b)
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A enzima CalB liofilizada foi imobilizada em espuma de
poliuretano utilizando diferentes metodologias, com o objetivo de
estudar a interacdo do biocatalisador com o suporte e escolher 0 método
mais promissor para posterior aplicacdo. A Tabela 2 apresenta a
atividade enzimatica (AE) para a enzima livre e para os derivados
imobilizados. Pode-se notar que a enzima imobilizada por incorporagédo
ao suporte (PU) se destacou das demais em termos de atividade
hidrolitica (5,52 U/g), possivelmente porque toda a enzima a ser
imobilizada ficou aderida ao suporte, ndo havendo perdas. Ja os demais
métodos apresentaram 49, 56 e 70 % de imobilizacdo, para PU-ADS,
PU-PEI e PU-PEI-GA, respectivamente. O método que apresentou
recobrimento com PEI e ativagdo com GA apresentou 0 maior valor
(3,28 U/g), porém ndo diferiu significativamente do PU-ADS (2,30 U/g)
e PU-PEI (3,09 U/qg).

Tabela 2 — Efeito do método de imobilizacdo na atividade
enzimatica (AE) em comparagdo com a enzima CalB livre.

Meétodos de imobilizacéo AE (U/g)*
Enzima livre 4,68 +0,13%
PU 5,52 + 0,65
PU-ADS 2,30 +0,27°
PU-PEI 3,09 +0,72°
PU-PEI-GA 3,28 +0,68"

*Meédia + desvio padrdo (n=3) p< 0,05.

Um dos objetivos do estudo com a utilizagdo de polietilenoimina
(PEI) nos suportes é garantir uma maior forca mecénica, além de dar
uma caracteristica  hidrofilica aos derivados  imobilizados
(BAHULEKAR et al., 1991; MATEO et al., 2007). Glutaraldeido (GA)
também é empregado no sentido de melhorar a imobilizagdo, como
agente de ligacdo (KAWAGUTI e SATO, 2008). Dentre os métodos
apresentados, com exce¢do do método onde se adicionou a enzima
durante a formacdo da espuma (PU), o método utilizando a espuma com
recobrimento de PEI e GA apresentou o melhor resultado, o que ja era
esperado, considerando o que foi explanado anteriormente.

Mesmo considerando as vantagens da utilizagdo de PEl e GA, no
presente trabalho estes ndo foram 0s que apresentaram 0s maiores
valores de atividade enzimatica, possivelmente por perdas associadas ao
processo de imobilizacdo, j& que a enzima foi imobilizada apds a
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formacgdo do suporte. No caso do PEI, também pode-se considerar a
massa molar. Segundo estudo realizado por Cui et al. (2013) a massa
molar do polimero influencia diretamente na atividade do imobilizado.
Ainda de acordo com este estudo, no qual a lipase de Yarrowia
lipolytica foi imobilizada em espuma de poliuretano, a massa molar do
PEI que possibilitou a maior atividade enzimatica foi 70000 Da,
enquanto que o utilizado no presente trabalho foi de 25000 Da.
Possivelmente, PEI com maior massa molar pode fornecer mais sitios de
ligacdo amino-grupo, influenciando na atividade da enzima (CUI et al.,
2013).

42 CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS ENZIMATICOS
IMOBILIZADOS EM ESPUMA DE POLIURETANO

4.2.1 Densidade aparente

A densidade aparente é a razdo entre a massa € 0 volume
geométrico do corpo de prova, que inclui o material polimérico e o0 gas
dentro das células da espuma, ou seja, corresponde ao volume ocupado
por uma determinada massa de solido, incluindo a porosidade, tornando
uma medida interessante para ser avaliada. Assim, o controle da
densidade das espumas de poliuretano é feito, principalmente, através
das quantidades empregadas de agua e agentes de expansdo auxiliares,
como o cloreto de metileno, acetona e CO,.

Os valores calculados para densidade aparente dos derivados
enzimaticos imobilizados sdo apresentados na Tabela 3, e mostram
valores distintos entre si. Os preparados enzimaticos, PU e PU-ADS,
ndo apresentaram diferenca significativa entre si, com 0,627 e 0,853
g/cms, respectivamente. J& o PU-PEI (1,040 g/cm?) e PU-PEI-GA (1,613
g/cm?), diferiram estatisticamente (p<0,05) entre si e dos demais
métodos de imobilizacdo. Estes dois derivados que receberam acréscimo
de polietilenoimina (PEI) e de glutaraldeido (GA) apresentaram valores
superiores de densidade aparente. Uma vez que esta medida considera o
processo da reacdo de expansdo da espuma e sua massa, pode-se admitir
que o processo de expansao da espuma se deu de maneira uniforme em
todos os derivados obtidos, e a diferenca entre eles foi causada pelos
agentes adicionados.
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Tabela 3 - Densidade aparente dos derivados imobilizados.

Métodos de imobilizacédo Densidade (g/cm3)*
PU 0,627 +0,140°
PU-ADS 0,853 +0,115°
PU-PEI 1,040 £ 0,208"
PU-PEI-GA 1,613 +0,786°

*Meédia + desvio padrdo (n=3) p< 0,05.

4.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (EITF)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de fourier
(EITF) foi realizada nos derivados imobilizados com objetivo de avaliar
0 polimero formado durante a reacdo de polimerizacdo, podendo
observar se todos os reagentes inseridos no meio reacional foram
transformados em produtos da reagao.

Pelos espectros, conforme Figura 10, pode-se observar a
formacéo de uretano na regido de 1600 cm™ e 1500 cm™, caracteristica
do anel aroméatico do toluenodiisocianato (ZANETTI-RAMOS et al.,
2006). Durante a formacdo do poliuretano, desaparecem os grupos OH e
diisocianato e aparecem grupos NH e carbonila, o que indica a reagéo
entre 0s grupos OH e o isocianato do tolueno diisocianato. A regido em
1705 cm™ é caracteristica de ligacdes carbonila, e a faixa que
compreende 2924 cm™ a 2852 cm™ é caracteristica da presenca de C—H
(STUARD, 2004).
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Figura 10 - Espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (EITF) de Candida antarctica lipase B imobilizada em
espuma de poliuretano por diferentes metodologias: por incorporacéo ao
suporte (PU), por adsor¢do ao suporte (PU-ADS), por ligacdo covalente
utilizando revestimento por polietilenoimina (PU-PEI), por ligacdo
covalente utilizando revestimento por polietilenoimina e tratamento com
glutaraldeido (PU-PEI-GA) e enzima livre CalB.
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Assim, com o objetivo de verificar a imobilizacdo da enzima, o
espectro de EITF da enzima livre foi comparado com o espectro das
enzimas imobilizadas. A enzima livre apresentou espectro tipico, com
bandas de absorcdo associadas com grupo amina (CONH), grupos
amina, primario e secundario, entre 1000-1200 cm™ (BARTH et al,
2007). Apos imobilizacdo, os picos caracteristicos da enzima foram
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alterados, possivelmente devido a reacdo dos grupos amina das enzimas
com o grupo diisocianato durante a incorporacdo da enzima livre para a
superficie das particulas de polimero, mudando as bandas de absorcao.

Ao avaliar o derivado enzimatico imobilizado por ligagéo
covalente utilizando revestimento por polietilenoimina (PU-PEI),
conclui-se que ha possibilidade do PEI ter impedido que o grupo
funcional da enzima ficasse exposto, por isso, 0 pico da enzima (1000-
1200 cm™) n3o foi tdo relevante quanto os outros preparados
enzimaticos. Além disso, os métodos por incorporacdo ao suporte (PU)
e por adsorcdo ao suporte (PU-ADS) destacam-se por apresentar 0S
maiores picos do uretano (1600 a 1500 cm™) e da enzima livre (1000-
1200 cm™), garantindo a imobilizagio.

4.2.3 Morfologia dos derivados imobilizados de lipase B de Candida
antarctica em espuma de poliuretano

O suporte foi preparado pela mistura do poliol e diisocianato. A
microscopia da espuma gerada, utilizada como suporte na imobilizagdo
de CalB, est4 apresentada na Figura 11. Cabe salientar que 0s espagos
vazios sao resultantes das expansao provocada pela liberacdo do CO,.

Nas Figuras 12, 13, 14 e 15 séo apresentadas as microscopias das
enzimas imobilizadas em espuma de poliuretano por incorporagdo ao
suporte (PU), imobilizada por adsorcéo ao suporte (PU-ADS), por troca
ibnica utilizando revestimento por polietilenoimina (PU-PEI), por
ligagdo covalente utilizando revestimento por polietilenoimina e
tratamento com glutaraldeido (PU-PEI-GA), respectivamente. Pode-se
observar, de maneira geral, que a morfologia dos suportes é alterada
pelos diferentes métodos de imobilizacdo utilizados, confirmando a
imobilizacdo proposta. O suporte considerado como mais homogéneo
foi o que apresentou revestimento com PEI (Figura 14). A Figura 15
mostra a diferenca no suporte com o acréscimo da solucéo de GA.
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Figura 11 - Fotomicroscopia da espuma de poliuretano utilizada
como suporte para a imobilizagdo de CalB.

10kV X27 LCME-UFSC 10kV X100 100pm

Figura 12 - Fotomicroscopia da enzima CalB imobilizada em
espuma de poliuretano por incorporacao ao suporte (PU).
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Figura 13 - Fotomicroscopia da enzima CalB imobilizada em
espuma de poliuretano imobilizada por adsor¢éo ao suporte (PU-ADS).
A A& 4 1/
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Figura 14 - Fotomicroscopia da enzima CalB imobilizada em
espuma de poliuretano por ligacdo covalente utilizando revestimento por
polietilenoimina (PU-PEI).
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Figura 15 - Fotomicroscopia da enzima CalB imobilizada em
espuma de poliuretano por ligagéo covalente utilizando revestimento por
polietilenoimina e tratamento com glutaraldeido (PU-PEI-GA).
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4.2.4 Estabilidade da lipase CalB imobilizada em EPU em diferentes
pHs

Considerando que a aplicacdo industrial de uma enzima também
vai depender da faixa de pH em que ela mantém sua atividade, foi
avaliado o efeito de diferentes pHs (5,0; 7,0 e 9,0) sobre a atividade da
enzima livre e dos diferentes derivados imobilizados, em 24 h de
incubacdo. Os derivados PU-ADS, PU-PEI e PU-PEI-GA (Figura 16)
apresentaram maior estabilidade em pH 5,0 com atividade relativa de
100, 75,85 e 51,15%, respectivamente. J& para a enzima livre, o melhor
pH foi de 7,0 com 79,36% de atividade relativa. O derivado imobilizado
PU manteve-se estavel em toda faixa de pH avaliada (5,0; 7,0 e 9,0),
mostrou-se com 100% de atividade relativa. Desta forma, pode-se inferir
gue esse método mantém a estrutura da enzima, impedindo que sofra as
variagOes ocasionais por diferentes forgas idnicas do meio.

Figura 16 - Efeito do pH sob a atividade hidrolitica de CalB livre
e dos derivados enzimaticos imobilizados em espuma de poliuretano por
24 h de incubacéo.
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Estudos como o de Cadena et al. (2010), que avaliaram o
desempenho catalitico da enzima invertase covalentemente imobilizada



58

em espuma de poliuretano, encontraram valores de pH 6timos de 4,5
para enzima livre e 5,0 para a enzima imobilizada, apresentando 93 e
93,5% de atividade relativa. Ja Cui et al. (2013) relataram, ao imobilizar
a lipase de Yarrowia lipolytica em espuma de poliuretano (EPU),
resultados diferentes dos obtidos no presente trabalho. Os autores
estudaram o efeito do pH sobre a enzima imobilizada em EPU e em
EPU revestida com PEI. Valores de 100% de atividade residual foram
obtidos para os dois métodos em pH 8,0, para as enzimas imobilizadas e
enzima livre, os valores foram inferiores a 50%, chegando a préximo de
zeroem pH 6,0 e 9,0.

4.2,5 Parametros cinéticos da lipase CalB livre e dos derivados
imobilizados em EPU

As constantes cinéticas foram determinadas utilizando como
substrato p-nitrofenil palmitato (p-NPP). As atividades da lipase livre e
imobilizada foram avaliadas em diferentes concentragdes de substrato
(0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mM). Os resultados foram plotados em
gréaficos de Lineweaver & Burk. Logo, Vs indica a maxima velocidade
possivel para a transformacdo correspondente, enquanto o Ky, indica a
afinidade da enzima ao substrato. A analise cinética demonstra que a
dependéncia da atividade lipolitica de lipases livre e imobilizada pode
ser descrito por modelo de Michaelis-Menten.

Conforme pode ser observado na Tabela 4, os valores
aparentes de K., dos derivados enzimaticos imobilizados (PU-ADS e
PU) e a enzima livre foram semelhantes entre si, 0,04, 0,07 e 0,06 mM,
respectivamente. Assim, demonstra a eficiéncia do processo de
imobilizagdo proposto, mostrando que a enzima imobilizada em EPU se
mantém acessivel ao substrato. Os derivados obtidos pelos métodos PU-
PEI (0,15 mM) e PU-PEI-GA (0,11 mM) mostraram-se equivalentes,
porém, maiores que a enzima livre (0,06 mM). Os valores de Vs para
0s preparados enzimaticos PU-ADS (220 umol/min/mg), PU-PEI (260
umol/min/mg) e PU-PEI-GA (280 pmol/min/mg), foram similares,
porém, maiores que o PU (160 pumol/min/mg), todos inferiores ao valor
obtido para a enzima livre (490 pmol/min/mg).
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Tabela 4 - Pardmetros cinéticos da lipase livre CalB e dos
derivados imobilizados em EPU.

Métodos de Vmax (mmol/min/mg) Km (MM)
imobilizacdo
Enzima livre 490 0,06
PU 160 0,07
PU-ADS 220 0,04
PU-PEI 260 0,15

Kirtikumar et al. (2014) avaliaram a imobilizacdo de lipase de
Candida cylindracea em uma mistura terndria de polimero via
metodologia de aprisionamento e encontraram valores de Vnsx para o
extrato bruto e enzima imobilizada de 320 e 345 pmol/min/mg,
respectivamente. Ao avaliar o K., para o extrato bruto e enzima
imobilizada, os autores encontraram valores de 10,57 e 16,59 mM,
respectivamente. Assim, o maior valor de K, revelou que a enzima
imobilizada tem a menor afinidade para o substrato do que o extrato
bruto, o que pode ser devido a perda da flexibilidade da enzima durante
0 processo de imobilizagdo.

4.2.6 Estabilidade térmica da enzima livre CalB e dos derivados
imobilizados em EPU em diferentes temperaturas

A avaliacdo da estabilidade da enzima livre e dos derivados
enzimaticos imobilizados em funcdo do tempo de exposicao a diferentes
temperaturas (25, 40, 60 e 80 °C) foi realizada por 48 horas, e 0s
métodos considerados como melhores em relacdo a estabilidade a
temperatura, pH e pardmetros cinéticos (PU e PU-ADS) foram avaliados
durante 60 dias de incubacédo, conforme mostram as Figuras 17 e 18.

Apo6s 48 horas de incubacdo (Figura 17) observou-se que a
atividade dos derivados enzimaticos (PU e PU-ADS) e a enzima livre
submetidas nas temperaturas estudadas ndo apresentaram queda,
mantendo uma atividade residual de 100% (valor calculado em relacéo
as respectivas atividades iniciais). Entretanto, pode-se notar que o PU-
PEI a temperatura de 80 °C apresentou uma queda em sua atividade,
obtendo 59,8% de atividade residual. O derivado enziméatico PU-PEI-
GA manteve 60% de atividade residual. Este fato mostra que a interacéo
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entre o suporte, PEl e GA ndo foi efetiva para que estes tivessem uma
atuacdo favordvel na imobilizacdo, ou estes podem ter impedido os
sitios ativos da enzima de interagirem com o substrato.

Figura 17 - Estabilidade em diferentes temperaturas de CalB
imobilizada em EPU por diferentes metodologias: por incorporagdo ao
suporte (PU), por adsorgdo ao suporte (PU-ADS), por ligacdo covalente
utilizando revestimento por polietilenoimina (PU-PEI), por ligacdo
covalente utilizando revestimento por polietilenoimina e tratamento com
glutaraldeido (PU-PEI-GA), e enzima livre CalB, por 48 h.
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Cabe mencionar que é muito interessante para aplicagdo
industrial que os biocatalisadores resistam a uma ampla faixa de
temperatura, uma vez que poderdo ser utilizados em diversas condigdes
reacionais. Em termos de aplicacdo, também é atraente que o derivado
imobilizado resista por um longo periodo de tempo nas temperaturas
determinadas. A Figura 18 mostra a atividade relativa dos imobilizados
gue mais resistiram nas temperaturas estudadas, PU e PU-ADS, ao
longo de 60 dias de incubacdo. Além disso, estes dois preparados
enzimaticos, destacaram-se dos demais, apresentando melhores valores
de pHs e pardmetros cinéticos.
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Figura 18 -

Estabilidade térmica, CalB
incorporacdo ao suporte (PU), por adsorgdo ao suporte (PU-ADS) e
enzima livre CalB durante 60 dias de incubag&o.
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O acompanhamento da estabilidade a temperatura foi monitorado
a cada 10 dias de incubacdo. Apos 40 dias de exposigdo a 25, 40, 60 e
80 °C, a atividade residual do derivado PU-ADS teve uma queda,

mostrando  atividade

residual

de 87,4; 915; 812 e 86,8%,
respectivamente em relagdo as atividades iniciais. No final dos 60 dias
de incubacdo, o método de imobilizagdo da CalB por incorporagéo ao
suporte (PU) manteve-se estavel, com 100% de atividade relativa. O
derivado enzimético imobilizado por adsorcdo ao suporte (PU-ADS)
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mostrou uma diminui¢do em relacdo a sua atividade relativa inicial de
59,91; 85,57; 49,16 e 47,7% nas diferentes temperaturas estudadas (25,
40, 60 e 80 °C). A enzima livre CalB demonstrou decréscimo na sua
atividade residual (97,4; 96,95 e 85,07%) a 40, 60 e 80 °C. Cui et al.
(2013) explicam que a temperatura 6tima para a lipase livre e as lipases
imobilizadas por aprisionamento na espuma de poliuretano (PU) foi de
40°C.

De acordo com Silva et al. (2012), a estabilidade da lipase CalB
soltvel livre e imobilizada em diferentes preparacdes de quitosana foi
avaliada na temperatura de 60 °C por 21 horas, onde verificou-se que a
enzima livre reduziu 100% de sua atividade e a CalB imobilizada
manteve em torno de 40% de sua atividade. Cadena et al. (2010)
imobilizaram a invertase em espuma de poliuretano e verificaram que a
enzima depois de 60 dias de incubacdo a temperatura de 70 °C manteve
68,5% de atividade residual. Silva et al. (2013), ao estudarem a
estabilidade da atividade de inulinase comercial de Aspergillus niger
imobilizada em espuma de poliuretano, encontraram 49,7% de atividade
residual apds 59 dias de incubacdo a 70 °C.

Considerando a facilidade do desenvolvimento da metodologia na
producdo das enzimas imobilizadas em PU e PU-ADS, as constantes
cinéticas e a estabilidade referente a ampla faixa de temperatura por
varios dias de incubacdo, estes preparados enzimaticos foram
selecionados para posterior aplicacdo na sintese do geranil propionato.

4.2.7 Producdo enzimatica de éster a partir do 6leo essencial de
citronela

4.2.7.1 Composicdo quimica do Oleo essencial de citronela
(Cymbopogon winterianus)

A Figura 19 apresenta o perfil cromatografico do dleo essencial
de citronela, obtido por CG-MS. Através deste pode-se comprovar o
laudo do fornecedor (Tabela 5), ou seja, identificando os compostos
presentes no 6leo de citronela: D-limoneno (pico 1), citronelol (pico 2),
linalol (pico 3) e geraniol (pico 4).
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Figura 19 - Cromatograma do Oleo essencial de citronela
(Cymbopogon winterianus).
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Na Tabela 5 pode-se observar a composicdo quimica do 6leo
essencial de citronela utilizado no trabalho, cujas especificacdes,
fornecidas por laudo do fornecedor, apresentam citronelol (49,49%)
como componente majoritario, seguido do geraniol (31,99%), linalol
(15,87%) e D-limoneno (2,65%). As concentracbes dos compostos
(citronelol e geraniol) foram superiores as reportadas por Baranauskiene
et al. (2006), que encontraram 8,7% de citronelol e 16,4% de geraniol.
Segundo Marco et al. (2007) variagbes que ocorrem na composicao
guimica dos 6leos essenciais extraidos das plantas da mesma espécie sdo
comuns e dependem da época e lugar da coleta, espacamento entre as
plantas, altura em que sdo cortadas e pH do solo, entre outros.

Como as reacOes de esterificacdo sdo favoraveis aos alcoois
primarios (CASTRO et al., 1997), a concentragdo de geraniol, agente
limitante, foi monitorada durante o ensaio na sintese enzimatica do éster
geranil propionato.
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Tabela 5 - Composicdo quimica do 6leo essencial de citronela
(Cymbopogon winterianus).

Caracteristicas Especificacdes

Aparéncia Liquido limpido

Cor Incolor e levemente
amarelado

Densidade (20°C) (g/cmd) 0,885

indice de Refragéo (20 °C) 1,473

Citronelol (%) 49,49

Geraniol (%) 31,99

Linalol (%) 15,87

D- limoneno (%) 2,65

Fonte: Farmacia Extrato Vital, (Segundo laudo 21953 da
PharmaSpecial).

4.2.7.2 Sintese enzimatica de geranil propionato

Geranil propionato foi produzido enzimaticamente, de acordo
com os resultados obtidos em experimentos de Paroul et al. (2012), com
6leo de citronela e acido propi6nico na razdo de 5:1 (m/m), utilizando
5% (m/v) de enzima, temperatura de 60 °C, 150 rpm. A reacao
apresentou elevadas conversGes em geranil propionato (Figura 20), com
conversdo méaxima em 24 h, (83,5% para o derivado imobilizado PU e
95,9% para o PU-ADS). Ao avaliar o comportamento da enzima livre
CalB na producéo deste éster em 24 horas de reacdo obteve-se 99% de
conversao.

Considerando a elevada conversdo e o baixo custo do 6leo de
citronela, pode-se afirmar que a substituicdo de alcoois comerciais pelos
6leos essenciais, pode tornar o processo economicamente viavel. Cabe
ressaltar que em 6 horas de rea¢do com 5% (m/v) de concentracdo do
derivado enzimatico obtido pelo método PU obteve-se 62,9% de
conversdo em éster, e em 9 horas de reacdo a conversdo do geranil
propionato para o imobilizado PU-ADS foi de 70,9%.
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Figura 20 - Conversdo em geranil propionato utilizando os
derivados enzimaticos imobilizados obtidos por incorporagéo ao suporte
(PU) e por adsorgdo ao suporte (PU-ADS).
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Diante dos estudos realizados por Paroul et al. (2010), com o
objetivo principal a otimizacdo da producdo do geranil propionato num
sistema isento de solvente, utilizando 10% da lipase imobilizada
comercialmente como catalisador (Novozym 435), em uma temperatura
de 40 °C, e proporcdo molar de geraniol e &cido propibnico de 3:1, 150
rpm, obtiveram uma conversao de cerca de 93%. Enquanto que a 60 °C
em 6 horas de reacdo, nas mesmas condi¢des de razdo molar e agitacao,
obtiveram 85,8% de conversao em geranil propionato.

Kumar et al. (2004) investigaram a sintese de etil palmitato,
utilizando a lipase imobilizada comercial Novozym 435 como
catalisador (2% em peso de enzima), proporcdo molar alcool/acido de
12:1 na temperatura de 55 °C e 150rpm em 12 h de reag8o e obtiveram
cerca de 97% de conversdo. J& Glveng et al. (2002) avaliaram a
producdo enzimatica de isoamil acetato, utilizando Novozym 435 como
catalisador (5% em peso de enzima) e proporcdo molar acido/alcool de
1:2 na temperatura de 30 °C e agitacdo de 150 rpm em 6 h de reagéo e
obtiveram conversdo de 80%. Ainda, de acordo com a pesquisa de Ikeda
& Kurokawa (2001), que usaram lipase de Candida antarctica
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imobilizada em fibra de gel de acetato de celulose - TiO, para conduzir
a sintese de geranil acetato, ap6s 100 horas de reacdo, o rendimento da
reacdo foi de 85%. A conversdo em ésteres varia significativamente com
relagdo ao composto formado, enzima utilizada, e método de
imobilizacdo empregado, podendo variar de poucas horas até dias de
reacdo. Além disso, a escolha do biocatalisador ideal para uma dada
reacdo também vai depender do nimero de vezes que este podera ser
reutilizado, sendo esta uma das principais vantagens de se imobilizar
uma enzima.

4.2.8 Estudo de sucessivos ciclos de uso dos derivados enzimaticos
imobilizados em espuma de poliuretano (EPU) na sintese de geranil
propionato

A estabilidade operacional do sistema de enzimas imobilizadas é
muito importante para as aplicagcbes industriais. Neste estudo, a
capacidade de reutilizacdo da lipase de Candida antarctica fracdo B
imobilizada em EPU por aprisionamento (PU) e por adsor¢éo (PU-ADS)
foi avaliada por sucessivos ciclos na sintese do éster geranil propionato.

A reacdo para ambos os métodos de imobilizacdo foi realizada
com um tempo de 24 horas, a 60 °C, 150 rpm e 5 % (m/v) de
concentracdo de enzima. O processo foi repetido em 15 ciclos
consecutivos. Como podem ser observados na Figura 21, os derivados
enziméticos PU e PU-ADS, inicialmente conduziram a um elevado
rendimento em éster, 92,9 % e 81,1 %, respectivamente. Durante os 15
ciclos de reutilizacdo foi observada uma reducdo continua no
rendimento, até que o biocatalisador imobilizado reduzisse a atividade,
relacionada a esterificacdo para producdo de geranil propionato. Este
fato provavelmente se deve & inativacdo das lipases e ao acumulo de
agua no suporte de imobilizacdo (ARROYO et al., 1999).

Os resultados indicam uma melhor estabilidade operacional dos
preparados enzimaticos imobilizados em espuma de poliuretano (PU e
PU-ADS), quando comparada com a enzima imobilizada
comercialmente (Novozym 435), analisada por Paroul et al. (2010),
onde pdde-se observar que apds 10 ciclos consecutivos a sintese do
geranil propionato caiu drasticamente, sendo verificada conversdo ndo
significativa em geranil propionato. Outros estudos, como reportado por
Magnan et al. (2004), ao avaliar a estabilidade operacional da CalB
imobilizada em uma membrana ceramica para sintese de butil acetato e
por Rodrigues et al. (2008), ao avaliar a estabilidade da mesma enzima
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por adsorcdo em carvdo ativado para sintese de butil butirato,
demonstraram perda completa da atividade enzimatica apds 4 e 6 ciclos
de uso, respectivamente.

Figura 21 - Reutilizacdo da enzima CalB imobilizada por

incorporacdo ao suporte (PU) e por adsorgédo ao suporte (PU-ADS) na
sintese do geranil propionato.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

5.1 CONCLUSOES

A lipase B de Candida antarctica (CalB) foi imobilizada em
espuma de poliuretano por diferentes métodos de interacdo enzima-
suporte: por adsor¢do ao suporte (PU-ADS), por incorporacdo ao
suporte (PU), por ligagdo covalente utilizando revestimento por
polietilenoimina  (PU-PEI), por ligacdo covalente utilizando
revestimento por polietilenoimina e tratamento com glutaraldeido (PU-
PEI-GA).

O processo de imobilizacdo que possibilitou a maior atividade
enzimatica foi o PU (5,52 U/g) seguido do PU-PEI-GA (3,28 UI/g),
sendo que este mesmo derivado enzimatico (PU-PEI-GA) apresentou a
maior densidade (1,63 g/cm3). Ao avaliar os parametros cinéticos dos
preparados enzimaticos o PU (0,07 mM) e o PU-ADS (0,04mM),
mostraram-se maior afinidade da enzima pelo substrato, e Vs de 160 e
220 umol/min/g, respectivamente. Através das fotomicroscopias
analisadas pelo MEV e o EITF, foi confirmada a imobilizacdo da
enzima nas diferentes metodologias desenvolvidas.

O derivado enzimatico PU manteve 100% de atividade residual
nos pHs avaliados (5,0; 7,0 e 9,0). Para o PU-ADS, o melhor valor de
pH foi de 5,0 e 7,0 mantendo 100 e 95,8 % de atividade residual,
respectivamente. Ao avaliar a estabilidade em diferentes temperaturas
(25, 40, 60 e 80 °C), o método tratado como PU-ADS, apresentou uma
gueda em 80 °C, com atividade relativa inferior a 50%. J& o PU
manteve-se estavel em 100% de atividade residual em toda faixa de
temperatura analisada no final dos 60 dias de incubacéo.

Considerando a simplicidade da metodologia do PU e PU-ADS e
suas estabilidades frente aos pHs, parametros cinéticos e temperaturas
estudadas, estes foram utilizados para a aplicacéo na sintese do geranil
propionato, onde obteve-se conversdes de 83,5% para PU e 95,9% para
PU-ADS, em 24 h de reacdo, utilizando 6leo de citronela e &cido
propibnico como substratos. Estes mesmos derivados demonstraram
estabilidade operacional ap6s varios ciclos de uso.

Portanto, é possivel concluir que os diferentes métodos de
imobilizagdo utilizando suporte de espuma de poliuretano foram capazes
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de fornecer protocolos simples e eficientes para a estabilizagdo e a
imobilizacdo da lipase B de Candida antarctica (CalB). Assim,
evidencia-se que a estabilidade nas temperaturas estudadas e alta
atividade se torna um fator de particular interesse para aplicacdo em
processos industriais, podendo-se considerar uma alternativa viavel na
aplicacdo como catalisador em reacfes de esterificagéo.

5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as
seguintes sugestdes para trabalhos futuros podem ser delineadas:

- Estudar a estabilidade do éster geranil propionato;

- Avaliar a possibilidado encapsulamento do éster geranil
propionato;

- Realizar estudo de viabilidade econémica a respeito da
producdo de bioaromas a partir do 6leo essencial de citronela;

- Estudo das condicGes de producéo do sistema selecionado em
termos de concentracdo da enzima (% m/m em relacdo aos substratos) e
da raz&o molar dos substratos envolvidos na reagdo de aplicacéo;

- Variacdo da razdo molar, tempo de reacdo, temperatura e
concentracdo de enzima visando otimizar a produgéo de éster;

- Producdo de geranil propionato em reatores empacotados, em
modo continuo.
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