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RESUMO: As enzimas em sua maioria sdo catalisadores de natureza protéica. Sdo versateis,
existindo um processo enzimatico equivalente para varios tipos de reacdes organicas. Técnica
de imobilizacdo vem sendo desenvolvidas para fornecer estabilidade para enzimas em meio
organico, facilitando sua recuperacdo. O ponto de partida desse trabalho foi a imobilizacédo das
lipases de Candida antarctica B (CAL B) (0,16 g) a 10 % por confinamento em suporte de
Poliuretano (60/40%) na utilizacdo desses sistemas nas reagdes sintese. O imobilizado
permaneceu estavel com 80% de atividade no decorrer de 450 dias em temperatura ambiente (10
a 25 °C) ja a temperatura de refrigerador (2 a 8 °C) obteve 52 % em 360 dias de
armazenamento. Em contrapartida quando exposto a pH neutro no decorrer de 60 dias
apresentou atividade de 63, 59, 55 e 50 % para pHs 5, 6, 7 e 8. Mostrando ser um catalisador
eficiente quando aplicado na industria de alimentos.
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1. INTRODUCAO.

As enzimas sdo catalisadores biol6gicos,
em geral, de natureza proteica formada por uma
longa cadeia de amino&cidos ligados através de
ligagBes peptidicas. Sdo encontradas na natureza
em todos 0s seres vivos. As enzimas possuem
atividade catalitica, diferente de outras proteinas,
por possuir conformacdo e composi¢do quimica do
sitio ativo, isto é, cada enzima podera hidrolisar ou
sintetizar um composto em particular (Hollmann et
al., 2009; Shankar et al., 2013).

O desenvolvimento de pesquisas na area de
esterificacdo enzimatica tem sido crescente nas
duas ultimas décadas. As lipases tém se destacado
principalmente em de biotecnologia, na indistria
de alimentos como desenvolvimento de aromas e
manutencdo de queijo, de detergentes, hidrolise de
Oleos e gorduras, sintese de biossurfactantes,
biodiesel, producdo de bebidas alcoodlicas
destiladas, tratamento de residuos oleosos oriundos
da inddstria de couro e de papel (Shankar et al.,
2013).

Uma das lipases mais utilizadas
comercialmente é a obtida a partir do fungo
Candida antartica devido a facilidade industrial de
obtencdo do meio de cultura e devido a
versatilidade da enzima obtida, podendo ser
utilizada em diversas reacbes em sistema de
cataliticos convencionais (em fase aquosa) ou nédo
convencionais (em solventes organicos). E também
conhecida como CAL B € um versatil e bem
caracterizado biocatalisador em diversas sinteses
organicas e biotransformacgfes, apresentando
similaridade aos demais a/B-hidrolases (Widmann
et al., 2010). Apresenta ainda amplas condicdes de
trabalho, em faixas de pH entre 6,0 a 8,0 e
temperaturas que variam de 25 °C a 50 °C
(podendo chegar a acima de 70 °C quando na
forma imobilizada) (Tamalampudi et al., 2007).

Para aperfeicoar essas caracteristicas e
necessario que o biocatalisador esteja imobilizado,
principalmente no que se refere a manter a
atividade e estabilidade, e fazendo com que
modificacdes estruturais bem como de seu sitio
ativo ndo ocorram (Fehér et al., 2008; Oliveira et
al., 2009).
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Os poliuretanos (PU) tém sido muito
utilizados como suportes enzimaticos nas reagoes
em meio organico devido a sua resisténcia aos
solventes organicos. Na imobilizacdo em espumas
de poliuretano a lipase fica retida na estrutura
porosa da matriz por meio de ligagdes covalentes
(Correia, et al, 2011). Por possuir certa
flexibilidade e uma infinita variedade de
compostos diferentes de propriedades fisicas,
guimicas e morfolégicas de acordo com
necessidades especificas de aplicagdo fazendo com
gue os PU ocupem posi¢do importante no mercado
mundial de polimeros sintéticos de alto
desempenho (Albiquim, 2013; Santos, 2011).

Nesse contexto o objetivo deste estudo foi
avaliar a estabilidade da lipase imobilizada de
Candida antarctica tipo B imobilizada por
confinamento em poliuretano submetidas a
diferentes temperaturas e faixas de pHs.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

A enzima utilizada nesta pesquisa foi a
lipase de Candida antarctica B (Novozyme NZL-
102-LYO-HQ) de alta qualidade adquirida na
forma liofilizada da empresa Novozymes Latin
América Ltda.

Os mondmeros comerciais Poliol e
Isocianato utilizados nesse trabalho foi, oferecida
pela Empresa Flexivel Poliuretanos — Mannes.

2.2 Métodos

Imobilizacéo:

O procedimento para imobilizagdo da CAL
B em PU foi realizada utilizando uma solucéo
enzimética (correspondendo a 10 % do volume
total dos monémeros) contendo 0,16 % de enzima
adicionada aos mondmeros poliol e isocianato
(60/40 %). A reacéo foi conduzida com auxilio de
uma seringa graduada na qual os mondmeros
foram misturados e homogeneizados com o auxilio
de um bastdo de vidro, durante 30 segundos.
Posteriormente, ocorreu o estagio de polimerizacao
(5 min) do poliuretano, conduzido pela expanséo
da espuma e completa solidificacdo, possibilitando
a visualizagdo da conformagdo, flexibilidade,
maciez, firmeza, porosidade interna e resisténcia
(Santos, 2011).
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Estabilidade a diferentes temperaturas:

A estabilidade da CAL B imobilizada em
PU foi investigada a temperatura ambiente (10 a 25
°C) e refrigerador (2 a 8 °C), incubou-se a enzima
imobilizada em frascos de polipropileno com
tampa. A estabilidade foi avaliada no decorrer do
periodo avaliado.

Estabilidade a diferentes pH:

A estabilidade a diferentes pH foi realizada
incubando-se a enzima imobilizada com a solucéo
tampéo em diferentes pH (3 a 10) em tubos de
ensaio com tampa a temperatura ambiente (10 a 25
°C). Onde este ap6s 24 h foi retirado, filtrado em
papel filtro e deixado em estuda a 40 °C por 30
min. Apos foi pesado e submetido a determinacgéo
da atividade pelo método de esterificacéo.

Determinacédo da atividade de esterificagdo:

A esterificacdo enzimética foi realizada
conforme condigfes otimizadas em trabalho
anterior (Paroul et al., 2011). Pesou-se 0,1 g do
imobilizado, adicionou-se acido oleico e etanol,
levado a agitador orbital a 40 °C, por 40 minutos a
150 rpm. Aliquotas de 500 pL foram retiradas do
meio reacional em triplicata e adicionadas a cada
aliquota 15 mL de uma solucdo de acetona:etanol
(1:1) (v/v). Os brancos reacionais também foram
quantificados, retirados no inicio da reacdo.

A quantidade de 4&cido consumida foi
determinada por titulagdo com hidréxido de sodio
(NaOH) 0,05 M até pH 11. A atividade enzimatica
foi calculada utilizando a Equagaol.

(V, =V, )x M x1000xV,
t.M %V,

AE =

Onde:

AE = atividade de esterificacdo (U/g); V, = volume
de NaOH gasto na titulacdo da amostra retirada
apos 40 min (mL); V, = volume de NaOH gasto na
titulacdo da amostra retirada no tempo 0 (mL); M =
molaridade da solucdo de NaOH; V; = volume final
de meio reacional (mL); t = tempo (min); Mg =
peso da enzima livre (solucéo
enzimatica)/imobilizada; V. = volume da aliquota
do meio reacional retirada para titulagcdo (mL).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
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temperaturas

A estabilidade do imobilizado (PU +
Enzima) na forma seca, armazenada a temperatura
ambiente (10 a 25 °C) e refrigerador (2 a 8 °C)
apresenta-se na Figura 1. O resultado do
comportamento da enzima imobilizada em PU no
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decorrer de 360 dias de armazenamento a
temperatura de refrigerador apresentou atividade
residual de 52 %, enquanto a temperatura ambiente
se mostrou com comportamento diferente, onde no
decorrer de 450 dias apresentou comportamento
estavel de 80 % da atividade inicial.
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Figura 1. Estabilidade da Lipase Candida antactica B imobilizada em suporte de Poliuretano submetida a
temperatura ambiente (10 a 25°C) e de refrigerador (2-8°C).

Cadena et al. (2010) realizou um
experimento usando a enzima invertase
imobilizada em PU e obteve estabilidade por um
periodo de 60 dias, sem perda consideravel
atividade (68,5% de retencdo da atividade). Ondul
et al. (2012) em seu estudo usando lipase de
Candida antarctica A (CAL A) e Thermomyces
lanuginosus (TL) imobilizada atraveés adsorcdo em
pano de algoddo felpudas fibrilas, usando 0,2 % de
polietilenoimina (PEI) e 0,2 % de glutaraldeido,
obteve resultados satisfatorios no decorrer de 28
dias de armazenamento em um refrigerador e em
uma incubadora manteve sua atividade de 80 e 60
% respectivamente.

O experimento usando a enzima CAL B
imobilizado em  Accurel (polipropileno) e
poliestireno aumentou de trés vezes no tempo de
estabilidade em relagdo a enzima livre, que
apresentou um tempo de meia vida de apenas 5
dias (Branco et al., 2006).

Estabilidade a diferentes pH

O pH exerce grande influéncia sobre as
reacBes enzimaticas. As enzimas apresentaram pH
6timo, onde a atividade e a velocidade das reagdes
sdo méximas. Sendo assim, estudou-se o efeito do
pH de 3,0 a 10 sobre a atividade da enzima CAL B
imobilizada em poliuretano no decorrer do tempo
de exposicao.

O efeito da atividade enzimética no
decorrer de 60 dias apresentou 50 % submetida a
pH 3, 60 % em pH 4, 59 % em pH 9 e 52 % em pH
10. J& quando exposto num tempo de 90 dias as
atividade de 63 % em pH 5, 59 % em pH 6, 55 %
em pH 7 e 50 % em pH 8 respectivamente
mostrado na Figura 2. Este fato pode estar
relacionado com sitio ativo conter aminoécidos
ionizados que podem provocar modificacBes
conformacionais. Desta forma, o pH do meio pode
conter carga elétrica positiva, negativa ou neutra,
variando diretamente a atividade catalitica, sendo
chamado de pH 6timo, quando ocorre mudancas
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bruscas de variacdo pode provocar desnaturacdo da
proteina imobilizada, estando diretamente ligada
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com o tempo de exposicao.
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Figura 2. Estabilidade da Lipase Candida antactica B imobilizada em suporte de Poliuretano submetida a
diferentes pH (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10).

Os resultados sao satisfatorios e demonstra
que o imobilizado exposto a solugfes alcalinas e
acidas apresenta 6tima estabilidade no decorrer do
periodo avalido. Zhenga et al. (2012) em seus
estudos com a lipase Candida rugosa em poli
magnética (glicidilalil éter co etileno glicol
dimetacrilato) de microesferas de polimero exibiu
atividade méaxima a um pH de 7,0 e 8,0 com
atividade residual de 131 % e 412 %
respectivamente e para pH 10 de 37,3 %. Pahujani
et al. (2008) imobilizou Bacillus coagulans BTS-3
ativada glutaraldeido em Nylon-6 e obteve
atividade estavel em pH entre 7,5 e 9,5 com 88 %
de sua atividade original por 2 horas.

4, CONCLUSOES

A imobilizagdo de CALB em poliuretano
rendeu um derivado ativo e estavel a temperaturas
de refrigerador e ambiente, e principalmente, a
solventes 4&cidos e alcalinos. Os resultados
indicaram que o biocatalisador é eficiente para a
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