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RESUMO

As lipases desempenham um papel muito importante nos
processos tecnoldgicos em diversos segmentos industriais catalisando
reacGes como hidrélise, esterificacdo e amindlise. A imobilizacdo destas
enzimas em suporte de baixo custo que permita aumentar sua
estabilidade operacional e reutilizacdo surge como uma grande
vantagem econdmica. Diante disso, esse trabalho explorou diferentes
métodos de imobilizacdo da lipase NS-40116 de Thermomyces
lanuginosus em espuma flexivel de poliuretano (PU) (adsorcéo fisica,
ligagdo covalente/cruzada e aprisionamento in situ). A sintese do suporte
polimérico foi realizada com poliol poliéter e tolueno diisocianato
usando razdo volumétrica de 5:3 (v/v). A caracterizacdo dos
imobilizados foi realizada por densidade aparente, microscopia
eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). A atividade enzimética foi medida por
hidrélise utilizando p-NPP (p-nitrofenil-palmitato) como substrato. Este
imobilizado foi avaliado em termos de estabilidade ao pH (7,0 e 9,0),
temperatura (24, 50 e 60 °C) e solvente (etanol e metanol) por 24 horas,
além de estabilidade ao armazenamento (ambiente ou refrigerado) por
30 dias e determinagdo dos parametros cinéticos (Km e Vps). Os
resultados mostraram que ap6s 30 dias de armazenamento o imobilizado
apresentou apenas uma reducdo de 20% de atividade catalitica. A
enzima livre e os imobilizados foram aplicados na hidrélise de dleo de
soja. Os imobilizados foram avaliados em sucessivos ciclos de reuso
sendo que a enzima imobilizada por aprisionamento in situ apresentou
atividade catalitica acima de 50% ap0s 5 ciclos de reuso, mostrando a
eficiéncia do processo de imobilizagao.

Palavras-chave: Lipase NS-40116. Imobilizacdo enzimatica. Espuma
de poliuretano. Reuso. Hidrdlise de dleos vegetais.






ABSTRACT

Lipases play a very important role in the technological processes in a
range of industrial process, catalyzing reactions like hydrolysis,
esterification and aminolysis. Enzyme immobilization using a low-cost
support that allows to increase operational stability and reutilization
arises a great economic advantage. In this way, this work explored
different methods of Thermomyces lanuginosus lipase NS-40116
immobilization in flexible polyurethane foam (PU) (physical adsorption,
covalent/crosslinking and entrapment). The synthesis of polymer was
carried out with polyol polyether and toluene diisocyanate (TDI) by
using volumetric ratio of 5:3 (v/v). PU support before and after
immobilization process was characterized by apparent density, scanning
electron microscopy (SEM) and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR). The enzymatic activity was measured by
hydrolysis using p-NPP (p-nitrophenyl palmitate) as substrate. Also, PU
support containing immobilized enzyme was evaluated in terms of
stability at pH (7.0 and 9.0), temperature (24, 50 and 60 °C) and solvent
(ethanol and methanol) for 24 hours, and storage stability (ambient or
refrigerated) for 30 days. The results showed that after 30 days of
storage the immobilized showed only a reduction of 20% of catalytic
activity. Free and immobilized enzyme were comparted in the
hydrolysis of soybean oil, and immobilized enzyme by entrapment was
evaluated in successive cycles of reuse showing a catalytic activity
above 50% after 5 successive cycles of reuse, showing the
immobilization process efficiency.

Keywords: NS-40116 lipase. Immobilization. Polyurethane foam.
Reuse. Vegetable oils hydrolysis.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

IMOBILIZACAO DE LIPASE EM SUPORTE POLIMERICO E
APLICACAO NA HIDROLISE DE OLEOS VEGETAIS

‘ Por que? ‘

Enzimas imobilizadas tém grande importancia para processos industriais,

As espumas de poliuretano s3o suportes baratos para a imobilizag3o dalipase NS-
40116;

Hidrolise de oleos vegetais resulta em dcidos graxos livre que s3o de grande valia
para diversos setores industriais. -

| Quem jafez? |

-

Nio foram encontrados relatos na literatura de estudos sobre a imobilizag3o da
lipase NS-40116:

Existem poucos relatos de imobilizag3o de enzimas em espumas de poliuretano.
o

Hipoteses?

(‘

O
A imobilizag3o da lipase NS-40116 em suporte polimérico de poliuretano pode
ser realizado com eficiéncia?

De que forma o processo de imobilizac3o interfere nas propriedades do
imobilizado?

E possivel aplicar o imobilizado em reacées de interesse industrial?

Como fazer?

i 0 )

Y

S

Aplicar diferentes técnicas de imobilizagZo: k.
Utilizar diferentes concentragdes de lipase NS-40116 nos métodos de
imobilizag3o;

Analisar as caracteristicas do suporte polimérico por MEV e FTIR;

Avaliar a estabilidade do imobilizado quanto ao pH, temperatura, solvente e
condi¢des de armazenamento.

W,

| Respostas

—

Determinar qual método de imobilizac3o permitiu um melhor rendimento em
termos de atividade catalitica da enzima;

Analisar qual método permitiu uma interagdo mais forte entre enzima e suporte
permitindo maior quantidade de ciclos de reuso;

Conhecer os parametros de estabilidade dalipase NS-40116 imobilizada em
suporte polimérico de PU;

Avaliar a melhor condig3o e periodo de armazenamento do imobilizado.

J







1 INTRODUCAO

A crescente preocupagdo com questdes de ordem ambiental bem
como a busca pela reducdo de custos nos processos industriais sem
perda na qualidade do produto final abriram espacgo para a insercao das
enzimas como catalisadores alternativos aos processos quimicos
convencionais. As enzimas sdo substancias organicas de natureza
proteica ou, em alguns casos, glicoproteica que atuam reduzindo a
energia de ativacdo para que as reagdes bioquimicas ocorram sem alterar
0 seu equilibrio, ja que ndo sdo consumidas no processo. O uso destes
biocatalisadores apresenta uma série de vantagens, como o emprego de
condi¢des mais brandas de processo, compatibilidade com substratos
sintéticos e grande seletividade quanto ao tipo de reacdo que catalisam.
(PAQUES; MACEDO, 2006; LEHNINGER et al., 2002; ZENEVICZ,
2015; SANTOS, 2016).

Atualmente, diversas pesquisas vém sendo direcionadas para a
tecnologia de modificacdo de 6leos e gorduras. A hidrélise enzimatica
de 6leos vegetais ird produzir acidos graxos, 0s quais encontram varias
aplicacGes industriais, tais como fabricacdo de sables, agentes
tensoativos e detergentes, além da industria alimenticia. Como os 6leos
sdo substratos muito heterogéneos, a alta especificidade e seletividade
das lipases que serdo utilizadas na reacdo de hidrolise vai resultar em
produtos de melhor qualidade (GUTIERREZ-AYESTA et al., 2007).

As lipases sdo as enzimas mais utilizadas na sintese organica,
sendo aplicadas em inlmeras preparagfes comerciais, devido a sua
ampla especificidade e disponibilidade, maior estabilidade e baixo custo.
Ressalta-se ainda, a capacidade das lipases em catalisar reagdes, tanto
em meio agquoso como em meio organico, onde o teor de agua é
limitado, resultando em amplo potencial de aplicacdo. Sendo assim, as
lipases vém conquistando uma faixa cada vez maior do mercado focado
principalmente na sintese de bioprodutos, seja nas &reas alimenticia,
farmacéutica, quimica, cosmética, agricultura, téxtil, ambiental,
biocombustiveis ou bioenergética (CASTRO et al., 2004; KAPOOR;
GUPTA, 2012; KRIEGER et al., 2004).

A NS-40116 ¢é uma lipase de Thermomyces lanuginosus
geneticamente modificado, ainda ndo disponivel para comercializacdo.
Segundo o fabricante, a NS-40116 é uma nova enzima de baixo custo,
em relacdo as enzimas comerciais, com especificidade para matérias-
primas com alto teor de &cidos graxos livres (FFA), que podem ser
usadas em reacGes de hidrdlise, esterificacdo e transesterificacdo
(PRICE et al., 2016; SANTQOS, 2016; SILVA et al., 2016).
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Contudo, sabe-se que ndo somente as lipases, mas todas as
enzimas estdo sujeitas a inativacdo seja por fatores quimicos, fisicos ou
bioldgicos, seja durante o uso ou quando estocadas. Diante disso novas
técnicas de imobilizacdo e suportes poliméricos tém sido utilizadas no
intuito de favorecer a estabilidade enzimatica, garantir uma catalise
eficiente e facilitar a recuperagdo e reutilizagdo do biocatalisador,
gerando vantagens econdmicas (DALLA VECCHIA, 2004).

Dentre as técnicas utilizadas na imobilizacéo de lipases, pode-se
citar adsorcdo (CHEN et al., 2008), ligacdo covalente (MENG et al.,
2014), e aprisionamento in situ (KOVALENKO et al., 2013), sendo que
todas compartilham o mesmo objetivo, facilitar a separacdo do produto
final, proporcionar a reutilizacdo da enzima e, principalmente, garantir
gue o biocatalisador ndo tenha sua atividade e estabilidade afetadas
durante o processo em comparagdo a sua forma livre (DALLA
VECCHIA, 2004, BARBOSA et al., 2014).

Nesse sentido, poliuretanos (PU) sdo considerados uma classe
promissora de polimeros no uso como suportes para imobilizacdo de
enzimas, considerando que estes possuem atrativas propriedades como
resisténcia mecénica e a solvente, além de propriedades como
durabilidade e baixo custo (ZANETTI-RAMOS et al., 2006; ZANETTI-
RAMOS et al., 2008; GUNCHEVA et al., 2011; VALERIO; ARAUJO;
SAYER, 2013; VALERIO et al., 2014; CIPOLATTI et al., 2015b).

Apesar de a literatura ja apresentar alguns estudos referente a
imobilizacdo de biocatalisadores em suporte polimérico de poliuretano,
ndo foram encontrados estudos com relagdo a imobilizacdo da lipase
NS-40116 tanto neste tipo de suporte como em qualquer outro. Este
trabalho traz também um comparativo entre diversas técnicas de
imobilizagdo enzimatica com a finalidade de escolher um método que
apresente rendimento elevado, alta estabilidade, resisténcia a diferentes
condicdes de processo e que possibilite sua reutilizagdo por varios ciclos
na hidrolise de 6leo de soja.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi imobilizar a lipase NS-40116
em espuma flexivel de poliuretano (PU) por diferentes métodos de
imobilizacdo a fim de posterior aplicacdo na hidrolise de 6leo de soja.
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1.1.2 Objetivos Especificos

- Imobilizar a lipase NS-40116 em espuma flexivel de poliuretano
por diferentes métodos de interacdo enzima-suporte: adsorcdo, ligacao
covalente/cruzada e aprisionamento in situ.

- Avaliar a atividade enzimatica do biocatalisador nos
imobilizados e selecionar as melhores técnicas e condi¢cdes para
caracterizacdo estrutural e aplicacdo na hidrolise de 6leo de soja;

- Caracterizar os suportes poliméricos de poliuretano com enzima
imobilizada;

- Avaliar a eficiéncia da enzima imobilizada em suporte
polimérico de poliuretano na hidrdlise de dleo de soja;

- Avaliar o reuso da enzima imobilizada em suporte polimérico
de poliuretano na hidrdlise de 6leo de soja;

- Avaliar os parametros cinéticos da enzima livre e imobilizada
em suporte polimérico de poliuretano;

- Estudar a estabilidade das enzimas imobilizadas em suporte
polimérico de poliuretano quanto a estabilidade ao pH, temperatura,
solvente e condigdo de armazenamento.
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2 REVISAO BILBIOGRAFICA

Neste capitulo serdo abordados assuntos encontrados na literatura
relativos ao tema. O texto estd estruturado basicamente em uma breve
revisdo acerca de enzimas, com énfase nas lipases, seguida pelos
principais métodos utilizados para a imobilizagdo enzimatica, e por fim,
a apresentacao do suporte polimérico utilizado neste trabalho juntamente
com algumas aplicagdes industriais deste suporte com lipase
imobilizada.

2.1 ENZIMAS

As enzimas sdo substancias organicas de natureza proteica ou, em
alguns casos, glicoproteica. Elas atuam reduzindo a energia de ativacéo
para que as reagdes bioquimicas ocorram sem alterar o seu equilibrio, ja
gue ndo sdo consumidas no processo. Esta funcdo coloca as enzimas
como catalisadores biolégicos, visto que, sdo capazes de acelerar ou
mesmo promover reagfes bioguimicas de substratos em produtos que
provavelmente ndo aconteceriam ou seriam excessivamente lentas sem a
sua presenga (LEHNINGER et al., 2002).

As enzimas podem ter origem animal, vegetal ou microbiana.
Dentre a classe das lipases (serdo abordadas detalhadamente no item
2.1.1), que, segundo a literatura, representam cerca de 35% dos
processos bioquimicos atuais, a preferéncia do ponto de vista econémico
e industrial é pelas fontes microbianas devido ao custo relativo ao seu
isolamento (DALLA VECCHIA, 2004; PAQUES; MACEDO, 2006).

Os biocatalisadores vém ganhando espago na quimica organica
como uma alternativa aos processos quimicos convencionais por
apresentarem uma série de vantagens, como o emprego de condicOes
mais brandas de processo, compatibilidade com substratos sintéticos,
catalise, em alguns casos, de reagdes nos dois sentidos, além de
mostrarem uma grande seletividade quanto ao tipo de reacdo que
catalisam. Tais fatores impulsionaram a producéo e comercializacdo de
enzimas em geral, de modo que novas aplicagcBes no setor industrial
surgem exigindo do proprio setor um fluxo continuo de produtos
inovadores (PAQUES; MACEDO, 2006).

O alto custo das enzimas foi considerado durante muito tempo
como um empecilho ao seu emprego nNos Processos comerciais, mMesmo
com seus aspectos tecnoldgicos conhecidos e aprovados. Estes
catalisadores, ndo eram vidveis economicamente ou ndo tinham
condi¢cdes de competir com os produtos sintéticos. Cendrio este, que
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continuamente veio se desfigurando e hoje nos mostra outro panorama
devido as inumeras e incessaveis pesquisas desenvolvidas com esse
intuito nos Gltimos anos (SANTOS, 2016).

As enzimas podem ser classificadas em seis grupos: oxido-
redutases, transferases, liases, isomerases, ligases e hidrolases. Na
quimica organica as mais investigadas sdo as hidrolases tais como as
proteases, celulases, amilases e lipases. Dentre as varias razdes que
tornam esta classe particularmente atrativa estdo a ampla
disponibilidade, o baixo custo, as condi¢fes suaves de sintese, a elevada
especificidade para substratos e a ndo necessidade de uso de cofatores.
Uma atencdo especial é dada para as lipases, que sdo utilizadas para a
hidrélise de ésteres graxos na natureza além de atuarem em reacGes de
policondensacéo e politransesterificagdo, polimerizacGes de abertura do
anel e reagBes de modificacdo de polimeros (DALLA VECCHIA, 2004;
GEUS, 2007).

2.1.1 Lipases

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) séo
classificadas como hidrolases e atuam sobre ligacOes éster presentes em
acilglicerois, liberando acidos graxos e glicerol, constituindo uma classe
especial de esterases. A diferenciacdo entre uma lipase e uma esterase
(EC 3.1.1.1) esta no fato de que a primeira catalisa reac@es de substratos
insolUveis em &gua, enquanto que uma esterase age em substratos
soluveis (ALVAREZ-MACARIE, et al.,, 1999; CARVALHO et al.,
2003; BARBOSA et al., 2014; CIPOLATTI, 2015).

As lipases apresentam uma capacidade Unica de agir apenas na
interface 6leo/dgua. Esta definicdo exclui as enzimas que agem em
ésteres sollveis em agua (esterases) ou que hidrolisam outros lipideos
(acilidrolases,  colesterolesterase, tioesterases e outras). Uma
representacdo do mecanismo de atuacdo das lipases esta enfatizado na
Figura 1 (BROCKMAN, et al., 1988).

Um aspecto estrutural em especifico das lipases merece destaque:
a presenca de uma tampa ou valvula que cobre o sitio ativo da enzima.
Quando ocorre a ligagdo do substrato na superficie da enzima esta tampa
move-se mudando a forma da enzima de fechada para aberta e
permitindo 0 acesso ao seu sitio ativo. Além disso, neste momento uma
larga superficie hidrofdbica fica exposta facilitando a ligacéo da lipase a
interface (PAIVA et al., 2000; EMSLEY, 2001).



31

Figura 1 — Mecanismo de atuacéo das lipases.

Fase Aquosa

| Fase Lipidica b

Fonte: adaptado de BROCKMAN et al. (1988).

As lipases também sdo capazes de catalisar reagdes reversas,
assim, dependendo do substrato da reacdo, esta também pode ser
chamada de reacdo de  esterificacdo, interesterificacdo,
transesterificacdo, alcodlise e amindlise. A Figura 2 ilustra as principais
reacOes catalisadas por lipases. (FURIGO, 2001; SHARMA et al., 2001;
JAEGER et al., 2002; KAMBOUROVA et al., 2003; SAXENA et al.,
1999; HASAN et al., 2006; PAQUES, 2006, MARTINS, et al., 2008;
MACHADO, 2011;).

Em relacdo a especificidade ao substrato, as lipases sdo divididas
em quatro grupos: o primeiro com as ndo especificas, que promovem a
quebra do triacilglicerol em qualquer posi¢do, formando os &cidos
graxos e o glicerol de maneira aleatéria; o segundo com as
regioespecificas, que liberam os &cidos graxos de algumas posicdes
singulares do triacilglicerol; o terceiro com as estereoespecificas, que
formam apenas tipos Unicos de estereoisdbmeros; e 0 quarto grupo, mais
especifico, realiza apenas a liberagcdo de um determinado tipo de acido
graxo (MACRAE, 1983; FREITAS et al., 2008).
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Figura 2 — Reac0es catalisadas por lipases.
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Fonte: PAQUES; MACEDO (2006).

O grande nimero de aplicacBes das lipases na sintese organica é
atribuido principalmente & alta disponibilidade e o baixo custo. Além
disso, essas enzimas nao requerem cofatores, atuam em uma faixa de pH
extensa, s8o muito  estaveis, apresentam  especificidade,
regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletivadade, e podem
catalisar uma série de reagbes. O deslocamento do equilibrio da reacéo,
sentido direto (hidrolise) ou inverso (sintese), pode ser controlado
facilmente pela quantidade de dgua presente no meio reacional (DALLA
VECCHIA, 2004).
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A utilizacdo crescente desses biocatalisadores em diferentes tipos
de bioprocessos € notavel e um dos setores responsaveis por sua
consolidacdo é o de sintese de bioprodutos, seja nas areas alimenticia,
farmacéutica, quimica, agricultura, téxtil, ambiental, biocombustiveis ou
bioenergética, como apresentado na Tabela 1 do item 2.3.1. Tal efeito
vem fazendo com que muitas empresas aprimorem suas pesquisas no
desenvolvimento tanto de processos e produtos gerados a partir dos
mesmos, Como em pesquisas para novas solugdes enzimaticas que visam
o0 atendimento de novos setores e industrias. (LEHNINGER et al., 2002;
SIENIAWSKA, 2015; DALLA VECCHIA et al., 2004; CASTRO et al.,
2004; BRIGIDA, 2006; HASAN et al., 2009; KAPOOR E GUPTA,
2012).

A lipase NS-40116 é uma formulacdo liquida produzida a partir
do cultivo do microrganismo Thermomyces lanuginosus geneticamente
modificado. Ainda ndo existem dados disponiveis sobre suas
caracteristicas, porém, podem assemelhar-se dos conhecidos para a
lipase de Thermomyces lanuginosus convencional. Segundo Kumar et
al. (2015), esta hidrolase consiste de 269 residuos de aminoacidos com
um peso molecular de aproximadamente 29 kDa. Apresenta pH étimo
entre 11-12 e seu sitio ativo é composto pela triade catalitica Ser-Asp-
His (PRICE et al., 2016).

Um fato conhecido é que ndo somente as lipases, mas todas as
enzimas estdo sujeitas a inativacdo seja por fatores quimicos, fisicos ou
bioldgicos, seja ainda, durante o uso ou quando estocadas. Diante disso,
muitas e novas técnicas de imobilizacéo tém sido utilizadas no intuito de
favorecer a estabilidade enzimatica, garantir uma catalise eficiente e
facilitar a recuperacdo e reutilizacdo do biocatalisador. O emprego
destas técnicas tem sido crescente nos Gltimos vinte anos e permite que
novas informac@es tedricas e aplicacdes praticas surjam a cada dia. Em
escala industrial, o uso de biocatalisadores imobilizados apresenta a
mesma tendéncia especialmente nos setores farmacéutico, de
detergentes, couros e panificacdo (DALLA VECCHIA, 2004).

2.2 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

As diferentes técnicas e métodos de imobilizacdo enzimatica,
representados na Figura 3, apresentam em comum alguns anseios como
facilitar a separagdo do produto final, proporcionar a reutilizacdo da
enzima e, principalmente, garantir um biocatalisador com atividade e
estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo em comparagéo
a sua forma livre. Além disso, ndo deverdo ocorrer alterages estruturais
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ou modificagdes no sitio ativo da enzima. Porém, ndo existe uma regra
que prediga a manutencdo dos parametros enzimaticos ap0s 0 processo
de imobilizacdo, ou seja, cada bindmio enzima/método pode apresentar
um comportamento distinto (DALLA VECCHIA, 2004, BARBOSA et
al, 2014).

Figura 3 — Métodos para imobilizacdo de enzimas.

Métodos para Imobilizacio de Enzimas
1

Encapsulagio Ligagiio
Por ligagio
Em matriz Em membrana Por adsorgio Covalente
(fisica ou 109mica)
Jalel
:|. @[ Microcapsulas  Entre membranas @z No suporte Por ligagio cruzada

entre a enzima

Eimimin {_ macroscopicas co suporte
i @ | e e
N/ o
S o |

Fonte: BUNGAY (2003), apud DALLA VECCHIA et al. (2004).

A seguir, serdo abordadas as técnicas de imobilizacdo utilizadas
para a realizacdo deste trabalho.

2.2.1 Adsorcéao

Neste método, a enzima é imobilizada em um suporte sélido por
ligagbes de baixa energia, como interacbes de van der Waals ou
hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio e ibnicas. Varios materiais podem
ser usados para este proposito e a escolha do mais adequado depende de
suas propriedades, como forca mecénica, estabilidade fisica e quimica,
carater hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsorcdo de enzima e
custo (VILLENEUVE et al., 2000; AHMAD; SARDAR, 2015).

De uma forma geral, o sucesso e a eficiéncia da adsor¢do de uma
enzima em um suporte, que normalmente se da na superficie, depende
do tamanho da proteina a ser adsorvida, da area superficial do
adsorvente e, principalmente, da porosidade e tamanho dos poros do
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suporte. Além disso, a concentracdo de enzima no meio também
influéncia diretamente neste processo, uma vez que a quantidade de
enzima adsorvida por quantidade do suporte aumenta com a
concentracdo do biocatalisador, atingindo um patamar de saturacéo. Este
processo, em geral, é realizado a temperatura constante e isotermas de
adsorgdo sdo obtidas seguindo as equagfes de Langmuir ou Freundlich
(VILLENEUVE et al., 2000; DALLA VECCHIA, 2004).

2.2.2 Ligacédo covalente ou ligagdo cruzada

Este método envolve a modificacdo quimica de um aminoéacido
por meio da formacdo de uma ligagcdo covalente da enzima com um
material insoldvel em dgua ou com a matriz, ou ainda pela formacéo de
ligagdes cruzadas numa matriz contendo enzima (VILLENEUVE et al.,
2000; DALLA VECCHIA, 2004, AHMAD; SARDAR, 2015).

Esta técnica de imobilizacdo ndo é tdo comum quanto a adsorcao
fisica, mas apresenta a vantagem de evitar o fenémeno de dessorcéo e
conferir maior estabilidade e resisténcia a condi¢des extremas de pH e
temperatura. A principal preocupacao é realizar a ligacdo covalente em
aminoacidos que nao sejam cruciais para a cadeia catalitica. O que pode
ser dificil de conseguir e, normalmente, as enzimas imobilizadas com
esta técnica perdem uma parte da sua atividade inicial (VILLENEUVE
et al., 2000).

Muitos sdo os suportes que podem ser utilizados para este
método, tanto organicos quanto inorganicos, porém antes do processo de
imobilizacdo estes devem ser ativados. Esta ativacdo corresponde a
incorporacdo de um grupo quimico capaz de reagir com 0S grupos
laterais da enzima, sendo 0 mais comum o glutaraldeido. Este composto
polimeriza-se facilmente resultando em polimeros contendo fungdes
aldeido insaturadas que podem reagir com grupos amino do suporte.
(VILLENEUVE et al., 2000).

Segundo o trabalho de Lee et al. (2007), a polidopamina (PDA) é
um material de revestimento que pode ligar-se praticamente a todos os
tipos de suportes inorganicos e organicos. Além dessas fortes
propriedades de aderéncia, outra caracteristica valiosa é a presencga de
grupos funcionais catecol e amina (Figura 4) que podem servir tanto
para modificacdo covalente com moléculas selecionadas quanto para o
carregamento de ions metélicos (FAURE et al., 2013; PARDIEU et al.,
2016; LEFEBVRE et al., 2017).
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Figura 4 — Formacao da rede de polidopamina.
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Fonte: adaptado de LEE et al. (2007), apud FAURE et al. (2013).
2.2.3 Aprisionamento in situ

Outra técnica de imobilizacdo fisica de lipases é a inclusdo em
polimero insolivel ou em microcapsula. A lipase é adicionada a fase
monomeérica, a qual, ap6s polimerizacdo, conduz ao seu aprisionamento.
A principal vantagem deste método de imobilizacdo é a ndo interacéo
enzima-polimero e desta forma a desativacdo da enzima é geralmente
evitada. Contudo, os fendmenos de transferéncia de massa em torno da
membrana do polimero podem ser uma desvantagem. A taxa de difuséo
do substrato e do produto é frequentemente o parametro limitante e,
geralmente, sdo necessarias concentracdes de substrato elevadas para
minimizar a sua influéncia (VILLENEUVE et al., 2000).

Sendo assim, pode-se afirmar que a escolha do método de
imobilizacdo e do tipo de suporte depende essencialmente das
caracteristicas da enzima e das condigdes de uso da enzima imobilizada.
Porém, apesar de muita discussdo sobre o assunto, ndo existe ainda um
suporte ideal que permita a obtencdo de um biocatalisador eficiente, de
baixo custo e sintese simples (LIMA et al., 2001; CIPOLATTI, 2016).

2.3 SUPORTES PARA IMOBILIZAGAO ENZIMATICA

Como ja mencionado, ndo existe um suporte universal para todas
as enzimas e suas aplicacdes, porém existem algumas caracteristicas



37

desejaveis comuns para sua aplicagdo na imobilizacdo de enzimas. Entre
elas inclui-se: alta afinidade para proteinas, presenca de grupos
funcionais reativos para reacOes diretas com enzimas e para
modificacdes quimicas, hidrofilicidade, estabilidade mecanica,
regenerabilidade, além de impor a menor quantidade de limitacdes para
a ocorréncia da reacdo (MATEO et al., 2007; SILVA, 2007,
FERNANDES, 2013).

Vérios materiais poliméricos naturais, como celulose, alginato,
quitina, colageno, carragena, quitosana, amido, pectina sdo comumente
utilizados como materiais de suporte. Da mesma forma, uma variedade
de suportes inorganicos também sdo utilizados na imobilizacdo de
enzimas, como a alumina, silica, zeolitos e silicas mesoporosas. Vale
ressaltar que suportes com grande area superficial sempre sdo de grande
valia para uma boa eficiéncia de imobilizacdo (AHMAD; SARDAR,
2015).

2.3.1 Poliuretano

Os primeiros polimeros a base de poli(ureia-uretano) foram
desenvolvidos pela empresa alemd Bayer em 1937, porém a sua
descoberta data de 1848 por Wultz. No inicio de 1940, as pesquisas ja
comecavam a apontar a PU como um polimero que poderia ser usado
como isolante térmico e acuUstico, além de suporte na construcdo de
navios e avides. Contudo, somente nas décadas de 50 e 60 que a
producdo em escala industrial se difundiu e acabou por consolidar-se
nos anos 70 em diversos setores, do civil ao alimenticio (RANDALL;
LEE, 2002; VILAR, 2004, SZYCHER, 2013).

O poliuretano apresenta propriedades interessantes como
durabilidade, flexibilidade, bioestabilidade podendo ser sintetizado de
forma a torna-lo biodegradavel. Caracteristicas estas, cada vez mais
exploradas em virtude da preocupagdo globalizada com a salde e 0 meio
ambiente. Diante disto, o poliuretano mostra-se atrativo na aplicacdo
como carreador de farmacos, engenharia de tecidos, desenvolvimento de
dispositivos médicos e imobilizacéo de enzimas (ZANETTI-RAMOS et
al., 2006; ZANETTI-RAMOS et al., 2008; VALERIO; ARAUJO;
SAYER, 2013; VALERIO et al., 2014; CIPOLATTI et al., 2015b).

Os poliuretanos abrangem uma ampla classe de materiais
guimicamente complexos e que podem conter uma variedade de tipos de
ligacGes, contudo todos tém a ligacdo poliuretano em comum. Esta
ligacdo é formada a partir da reacdo entre um grupamento de isocianato
com um grupamento &lcool de outro componente. Controlando a
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composicdo de cada componente € possivel adequar a morfologia e o
desempenho do produto final conforme o desejado (KAUSHIVA, 1999).

Ainda com relagcdo a estrutura, ao contrario da maioria dos
polimeros, cujas unidades monoméricas sdo bem definidas, o
poliuretano ¢ um polimero que ndo apresenta unidades repetitivas
(uretano) de forma regular, ndo possuindo assim, uma férmula empirica
representativa da macromolécula (SOARES, 2012).

Na producdo das espumas de PU existem duas principais reagdes:
reacdo de crescimento (B) e reacdo de gelificacdo (A) (Figura 5).
Durante a reacdo de crescimento ha a dispersdo de gas diéxido de
carbono pela reacdo do isocianato com a agua, fazendo com que haja a
formagdo de bulbos ou células, que estdo ligadas em uma estrutura
tridimensional. Este gas é responsavel pelo crescimento do polimero,
agindo como agente de expansdo. J& na reacdo de gelificacdo, ou
reticulagdo, ocorre a reacdo do isocianato com o &lcool formando o
grupamento uretana e uma rede covalente (KAUSHIVA, 1999;
SOARES, 2012).

Figura 5 — Reacg0es de formacdo da espuma de poliuretano.
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Uréia

Fonte: adaptado de SZYCHER, 2013, apud BRESOLIN, 2014.

H& ainda uma terceira reagdo que ocorre simultaneamente ao
processo: entre a amina formada durante a reacéo de crescimento e outro
isocianato gerando um componente uréia. Esta reacdo pode ser fonte de
ligacGes cruzadas covalentes se 0 isocianato possuir mais de dois grupos
funcionais ou se forem adicionadas aminas polifuncionais. Além disso,
devido as fortes interacdes entre as ligacdes da uréia, promovidas pelas
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pontes de hidrogénio, formam-se facilmente agregados de varios
tamanhos, denominados de esferas de poliuréias, que interagem com 0s
segmentos rigidos da matriz, contribuindo para o aumento do grau de
reticulacdo do polimero e induzindo a abertura das células da espuma
(KAUSHIVA, 1999; YILGOR et al., 2006; LAN; HAUGSTAD, 2011;
SOARES, 2012).

Todavia, o equilibrio entre as duas principais reagfes é o fator
primordial que vai proporcionar a morfologia de células abertas na
espuma refletindo diretamente nas propriedades fisicas do polimero.
Caso a reacdo crescimento, ou de producdo de gas, ocorra demasiado
rapidamente, as células podem abrir antes que o polimero tenha forca
suficiente para manter a estrutura celular, resultando no colapso da
espuma. Por outro lado, se a reagdo de gelificagdo, ou reticulacdo,
ocorrer muito rapidamente, pode resultar em uma espuma estreitamente
unida (KAUSHIVA, 1999).

Durante o processo de formacédo de espumas de PU ha a etapa de
nucleacdo. Esta ocorre logo no inicio do processo juntamente com a
homogeneizacdo dos componentes e consiste na pré-formacdo das
bolhas de ar durante a agitacdo. Estas bolhas receberdo o gas carbdnico
gerado posteriormente expandindo-se. Ndo ha a geracdo de novas bolhas
durante o crescimento da espuma, sendo o nimero de células finais igual
no maximo ao numero de células iniciais. Ou seja, esta etapa esta
diretamente ligada a porosidade que o material podera exibir
(KAUSHIVA, 1999; VILAR, 2004).

As bolhas formadas na etapa de nucleagdo sdo muito pequenas e
quase esféricas, porém conforme elas expandem, tendem a se alongar na
direcdo das paredes da espuma. Quando o volume da mistura reativa
torna-se pequeno em comparacao ao volume das bolhas em expansdo, a
area de contato entre as bolhas adjacentes torna-se uma estrutura
triangular chamada tecnicamente de bordas de Plateau (Figura 6). O
liquido é transferido das membranas para as bordas de Plateau por fluxo
capilar, levando a formacdo das células poliédricas irregulares, que se
aproximam da forma de um octaedro truncado (VILAR, 2004; JANG et
al., 2008; ANTUNES, 2015).
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Figura 6 — Estrutura da espuma de PU: uma célula, as bordas de Plateau e as

respectivas areas transversais.

Fonte: JANG et al. (2008), apud ANTUNES (2015).

Em relacdo ao uso do PU nas diferentes areas do conhecimento, a
Tabela 1 apresenta alguns trabalhos encontrados na literatura
relacionando o uso de PU como suporte enzimatico.

Tabela 1 — Aplicag8o de espumas de PU como suporte para imobilizacdo

enzimatica.
Setor Aplicacdo Enzima Referencia
Producdo de
frutollgosa_candeos Aspe_rgll_lus niger ¢ vA et al. 2013
para dietas inulinase
hipocaldricas
PIRES-CABRAL et
. . Sintese de butirato . al., 2007; PIRES-
Alimenticio o Candida rugosa CABRAL etal.,
de etila (éster de li .
sabor frutado) ipase 2009; PIRES-
CABRAL etal.,
2010
Producdo de B- CADENA etal.,

xarope de aglcar
invertido

fructofuranosidase  2011; CADENA et

invertase al., 2010
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Hidrélise de Aspergillus niger BUSTAMANTE-
ollgos/sagarldeos pectinase DAGL VARGAS et a.l,
pécticos 2015
] INOGLU et al.,
Farmacéutico Sllntese de Glucose oxidase 2008; KAYRAK-
biosensor

TALAY etal., 2008

Sintese de lauril Yarrowia
| lipolytica lipase CUl etal., 2013
aurato Lip2
Quimico Sintese de VESELOVA &
. Peroxidase HRP  SHEKHOVTSOVA,
biossensor
1999
Sintese de Candida
; Sintese de ésteres antarctica B NYARI et al., 2016
ésteres de I
L ipase
cidos graxos
Candida
Biodiesel Sintese antarctica B SANTIN et al., 2014
lipase

2.4 HIDROLISE DE OLEOS VEGETAIS

Oleos e gorduras tém um papel primordial na alimentago
humana. Além de fornecerem calorias, agem como veiculo para as
vitaminas lipossoltveis, como A, D, E e K1. Também sdo fontes de
acidos graxos essenciais como o linoleico, linolénico e araquiddnico e
contribuem para a palatabilidade dos alimentos. Esses tipos de acidos
graxos sdo chamados essenciais porque nao podem ser sintetizados pelo
organismo humano e devem ser fornecidos através da dieta
(CARVALHO et., 2003; CASTRO et al., 2004).

Os 4acidos graxos poli-insaturados do tipo dmega 3 e 6 séo
elementos lipidicos estruturais de importancia vital para as membranas
celulares e refletem diretamente em uma ampla variedade de funcbes
bioldgicas. Esses acidos graxos sdo fundamentais na prevencdo e no
tratamento das doencas cardiovasculares, além de outras atuagdes
importantes na hipertensdo arterial, diabetes, artrites e doencas
autoimunes (CARVALHO et al., 2003; BUENO et al., 2005).

Nos ultimos quinze anos tem surgido um crescente interesse na
tecnologia de modificacdo dos 6leos e gorduras. Esta tendéncia pode ser
atribuida principalmente ao fato desses materiais serem obtidos de
fontes naturais e empregados como importantes matérias-primas para as
indastrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias. Mundialmente é
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estimada uma producédo anual de 6leos e gorduras de aproximadamente
100 milhdes de toneladas (CASTRO et al., 2004).

Em vista deste grande potencial, pesquisas voltadas a esta area
tém relatado a aplicacdo de diferentes métodos fisicos, quimicos e
enzimaticos visando a obtencdo de concentrados de acidos graxos livres,
a partir de diversos Gleos vegetais. Entre esses processos, a hidrdlise
enzimatica apresenta vantagens econémicas e técnicas, pois pode ser
realizada em condicBes amenas (20 a 40°C e pressdo atmosférica),
levando a uma menor demanda energética em comparagao aos processos
fisico-quimicos (RITTNER, 1996; CARVALHO et al., 2003).

Apesar de inimeros trabalhos relatarem o emprego da hidrdlise
enzimatica principalmente para a obtengdo de concentrados de éacidos
graxos poli-insaturados, outra aplicacdo interessante fica por conta da
fabricacio de sabdo, agentes tensoativos e detergentes, (GUTIERREZ-
AYESTA et al., 2007).

2.5 CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

Como discorrido ao longo deste capitulo, o interesse pela
imobilizacdo enzimética é cada vez maior visto o seu amplo potencial de
aplicacdo industrial. Aliado a isto, a grande vantagem no emprego de
enzimas imobilizadas fica no &mbito econémico devido a possibilidade
de recuperacao e reutilizacdo do imobilizado.

Neste sentido, varios materiais sdo relatados como suportes para
imobilizacdo enzimatica conferindo uma maior estabilidade operacional
ao imobilizado. Dentre estes materiais, o poliuretano vem sendo
apontado e utilizado com sucesso nos processos de imobilizacdo de
diversas enzimas. Diante disto, este trabalho almeja o estudo da
imobilizacdo de lipase NS-40116 em suporte polimérico de poliuretano
por meio de diversas técnicas. A NS-40116 é uma lipase de
Thermomyces lanuginosus geneticamente modificado recentemente
desenvolvida pela Novozymes®.

O suporte com enzima imobilizada serda devidamente
caracterizado e aplicado na hidrélise de 6leo vegetal com a finalidade de
produzir &cidos graxos, 0s quais geram grande interesse em aplicacdes
industriais no setor quimico, farmacéutico e alimenticio, sendo
empregados tanto na produgdo de sabdo e detergentes, como de
concentrados de acidos graxos poli-insaturados essenciais.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais, metodologias e
equipamentos que foram utilizados no desenvolvimento deste trabalho.
Todos os experimentos e analises realizados foram desenvolvidos no
Laboratério de Termodindmica e Extracdo Supercritica (LATESC)
Laboratério de Controle de Processos (LCP), Laboratério de Separacdo
por Membranas (LABSEM) e Central de Analises do EQA, pertencentes
ao Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos
(EQA) do Centro Tecnoldgico (CTC), e no Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME), todos da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) situada em Florianopolis/SC.

3.1 MATERIAIS
3.1.1 Suporte

Os mondmeros utilizados para a sintese do suporte polimérico de
poliuretano, poliol poliéter e diisocianato (TDI), foram gentilmente
cedidos pela empresa Mannes Ltda (empresa produtora de espuma
flexivel de poliuretano).
3.1.2. Biocatalisador

A enzima NS 40116 utilizada neste trabalho apresentava-se como
uma solucdo liquida de enzima livre termoestavel em uma concentracéo
inicial de 35 mg/mL, desenvolvida pela empresa Novozymes®,
produzida e modificada a partir do fungo termofilico Thermomyces
lanuginosus, a qual foi cedida gentilmente pelo fabricante.
3.1.3 Reagentes

A Tabela 2 traz os demais reagentes utilizados para a elaboracao
deste trabalho.

Tabela 2 - Reagentes utilizados.

Reagente Pureza Funcdo Fornecedor

Glutaraldeido 25% em Ligante Sigma-Aldrich
agua covalente/cruzada
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Cloridrato de 98,5% Ligante Sigma-Aldrich
dopamina covalente/cruzada
Fosfato de sodio 99% Preparo de Lafan
monobasico solucdo tampdo Vetec
Fosfato de sddio 98% Preparo de Lafan
dibasico solucgdo tampéo Vetec
Tris(hidroximetil) 99,8% Preparo de Sigma-Aldrich
aminometano solucdo tampdo
Acido  Cloridrico 37% Preparo de Dinamica
(HCI) solucdo tampdo
Hidroxido de 85% Preparo de Dinamica
Potassio (KOH) solucgdo tampédo
Acido Fosférico 85% Preparo de Vetec
(H3sPOy) solucdo tampédo
Fosfato de Potassio 99% Preparo de Dinamica
Monobésico solucdo tampéo
Hidroxido de Sodio 97% Titulagdo e Dinamica
(NaOH) preparo de
solucdo tampéo

Alcool Metilico 99,5% Solvente Vetec
Alcool Etilico 99,5% Solvente Vetec

Neon

Lafan

Dindmica
p-nitrofenil 99% Determinagdo de Sigma-Aldrich
palmitato (p-NPP) atividade

enzimatica

Oleo de Soja Matéria-prima Soya
Refinado para hidrélise

Fonte: do autor.

Oleo de soja refinado (Soya) foi obtido no mercado local e

utilizado sem nenhum tratamento adicional.

Por se tratar de 6leo

comercial a legislacdo determina um baixo indice de acidez (0,027% em

acido oléico).
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3.2 METODOS
3.2.1 FLUXOGRAMA DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Figura 7 — Fluxograma das atividades desenvolvidas.

Sintese do suporte polimérico

Imobilizagdo da NS-40116

Ligacdo

Adsorgdo fisica
covalente/cruzada

Aprisionamento

CaracterizagOes

Densi
ensidade MEV
aparente

Hidrélise do éleo de soja

Reuso na hidrélise do éleo de soja

Demais
caracterizagoes
Constantes cinéticas

Estabilidade T °C, pH..
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3.2.2 Sintese do suporte polimérico

A sintese do suporte polimérico de PU foi realizada segundo
metodologia descrita por Fernandes (2013), que testou diferentes razfes
poliol/isocianato na sintese de espumas de PU para a imobilizacdo por
aprisionamento in situ de lipase CalB. De acordo com seu trabalho, a
avaliacdo das estruturas das espumas formadas permitiu identificar que
na razdo 5:3 (v/v) de poliol/isocianato ocorreu a formacdo de uma
espuma mais flexivel com poros mais uniformes. Assim, a sintese do
suporte foi realizada em copos plésticos de 50 mL pela adi¢do de 5 mL
de poliol poliéter e 3 mL de tolueno diisocianato (TDI) sob agitacdo
com auxilio de bastdo de vidro por 1 minuto para completa
homogeneizacdo (FERNANDES, 2013). Ap6s o processo de
polimerizacdo (5 minutos), a espuma formada foi mantida em
temperatura ambiente por 48 horas para completa reticulacdo e cura da
estrutura. Apos este tempo os suportes poliméricos foram cortados em
cubos com 5 mm de lado (CUI et al., 2013) (Figura 8).

Figura 8 — Espuma de poliuretano (PU) (a) crescimento da espuma de
poliuretano — (b) espuma de poliuretano cortada em cubos com 5 mm de
lado.

Fonte: do autor.
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3.2.3 Dialise e liofilizagdo da Enzima NS-40116

A etapa de diélise foi necessaria para a remocao de estabilizantes
e possiveis impurezas do concentrado comercial além de permitir a
utilizacdo da enzima sem a fase aquosa para 0 processo de imobilizagdo
por aprisionamento in situ. O processo de dialise foi desenvolvido em
tampéo fosfato de sédio 50 mmol.L™* pH 7,0, por 96 horas com trocas
constantes do tamp&o. Apos, a enzima foi congelada em ultrafreezer a -
80 °C, liofilizada por 48 horas (Liofilizador Liotop modelo L 101n de
série 64815) e armazenada a temperatura de refrigeracéo de 4 °C.

3.2.4 Imobilizagéo da NS-40116

A imobilizacdo da enzima foi realizada seguindo trés métodos a
fim de avaliar a mais eficiente para o propésito deste trabalho.

3.2.4.1 Adsorc¢éo

O procedimento de imobilizacdo da NS-40116 por adsorcédo foi
realizado em erlenmeyer com 25 mL de solugdo enziméatica em
diferentes concentragdes (5,5, 10, 20, 30 mg/mL) com 0,25 g de suporte
polimérico de PU. A concentracdo da solugdo enzimatica foi ajustada
com a dilui¢do da formulacéo liquida bruta em tampéo fosfato de sédio
50 mmol.L™ pH 7,0. O processo ocorreu durante 24 horas em shaker a
100 rpm e 25 °C. Ao final do experimento, 0s suportes poliméricos
foram filtrados, lavados com dagua destilada e secos a temperatura
ambiente por 48 horas.

3.2.4.2 Ligacéo covalente/cruzada

A reacdo de imobilizacdo da NS-40116 por ligacdo
covalente/cruzada consistiu em duas etapas. Na primeira etapa, 0,75 g
de suporte polimérico de PU foi colocado em erlenmeyer com 50 mL de
solucéo de glutataldeido 5%. A reacdo foi mantida em shaker a 50 rpm e
25 °C por 24 horas. Ao término do periodo, os suportes poliméricos
foram filtrados, lavados com &gua destilada e seguiram para a segunda
etapa.

Além do glutaraldeido, a dopamina também foi testada como
ligante. O procedimento foi semelhante ao anterior: 0,75 g de suporte
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polimérico de PU foi colocado em erlenmeyer com 50 mL de solucédo de
cloridrato de dopamina 2 mg/mL em tampéo tris-HCI 50 mmol.L™ pH
8,5. A reacdo foi mantida em shaker a 50 rpm e temperatura de 25 °C
por 24 horas. Ao término do periodo, os suportes poliméricos foram
filtrados, lavados com agua destilada e sequiram para segunda etapa.

A segunda etapa ocorreu tal qual a do item 3.2.4.1. Porém, a
concentracdo da solucdo enzimdtica utilizada foi somente a de
30 mg/mL. As solucgdes tampéo utilizadas para a diluicdo das solugcbes
enziméticas foram tampdo fosfato de sédio 50 mmol.L™ pH 7,0 e
tampao tris-HCI 50 mmol.L™* pH 8,5, respectivamente.

3.2.4.3 Aprisionamento in situ

O processo de imobilizagdo por aprisionamento in situ foi
baseado em trabalho desenvolvido por Nyari (2016), o qual consistiu na
adicdo de diferentes fracbes da enzima NS-40116 liofilizada (8, 16, 32,
64, 125, 256, 400, 512 mg) durante a sintese da espuma de PU. Estas
fracGes foram adicionadas na fase poliol e homogeneizadas durante 2
minutos antes da adicdo da fase TDI. A sequéncia do procedimento
ocorreu de acordo com o item 2.2.1.

3.2.5 Determinacao da Atividade de Hidrolise de p-NPP

Para determinagdo da atividade de hidrélise do p-NPP foi
utilizada metodologia modificada de Chiou (2004) usando uma solugéo
0,5% de p-NPP (m/v) em etanol. O aumento da absorbancia causada
pela liberacdo do p-nitrofenol na hidrélise do p-NPP foi medida
espectrofotometricamente. Na reagdo foi utilizado 1 mL de tampéo
fosfato de sédio 50 mmol.L? pH 7,0 e incubacio em banho
termostatizado (Dist DI 20-epro) por 5 min a 30 °C. Apo6s, foi
adicionado 2 mL de NaOH 0,1 M seguido por centrifugacdo (Centrifuga
Eppendorf AG 22331 70 W) a 10.000 rpm por 10 min. Uma aliquota de
0,1 mL do sobrenadante foi diluido em 10 FOLDS de 4gua destilada e a
leitura realizada em espectrofotdmetro (Hitachi U-1900) a 400 nm. Uma
unidade de atividade enzimética (U) foi definida pela quantidade de
enzima que catalisa a producdo de 1 mmol de p-nitrofenol por minuto
sob as condigdes experimentais. As medidas de atividade hidrolitica
foram realizadas em triplicata de analise (n=3).
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3.2.6 Calculo de rendimento de imobilizagéo

O rendimento da imobilizacdo foi baseado no percentual de
atividade relativo a enzima livre que o suporte com enzima imobilizada
foi capaz de reter e foi calculado em triplicata (n=3), considerando o
valor de atividade que o suporte com enzima imobilizada apresenta em
relagdo a enzima livre. A atividade relativa (AR), expressa em %, foi
determinada conforme Equacéo 1:

AR (%) = —I 100
(%) UL>‘<

(Equacdo 1)
Onde:

U, = Atividade do suporte com enzima imobilizada em U/g;
U, = Atividade da enzima livre em U/g.

3.2.7 Determinacao do teor de proteina

A concentracdo de proteina nos extratos enzimaticos foi
quantificada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando
como padrdo uma curva de albumina de soro bovino.

3.2.8 Caracterizacéo estrutural do suporte e enzima imobilizada
3.2.8.1 Densidade aparente

A densidade aparente dos suportes poliméricos de PU foi
calculada conforme American Society for Testing and Materials
(ASTM) na norma ASTM D 3574-e segundo a Equacéo 2:

P=Y
(Equacéo 2)
Onde:
p= Densidade em (g.cm™);
m= Massa do suporte polimérico em g;

V= volume da espuma em cm®;
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Os suportes poliméricos foram pesados em balanca digital com
precisdo de 0,0001 g e capacidade de 220 g (MARTE AY220) e a
medida foi realizada com auxilio de paquimetro.

3.2.8.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias do suporte polimérico de PU e do suporte
polimérico de PU com enzima imobilizada foram realizadas a partir de
um microscopio eletronico de varredura (MEV) JEOL JSM-6390LV. Os
suportes poliméricos cortados foram fixados com fita de carbono em
suportes e recobertos com ouro. A voltagem de aceleragdo utilizada foi
de 5 kV com magnificacéo de até 1000x.

3.2.8.3 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

As andlises de FTIR foram realizadas em aparelno Cary 660
Series FTIR Spectrometer (Agilent Technologies) com acessério de
refletdncia total atenuada horizontal (ZnSe). As amostras foram
colocadas diretamente sobre o cristal e a média de 20 varreduras no
intervalo de 4000-650 cm™ e resolucdo de 4 cm™ foi feita para cada
amostra. As medidas das amostras foram divididas pelo Background de
ar, sem nada sobre o cristal. Os dados foram tratados pelo software do
equipamento e apds, plotados no Origin.

3.2.9 Hidrdlise do éleo de soja

A metodologia utilizada foi adaptada de Sousa et al. (2015) e
Zenevicz et al. (2015). O procedimento consistiu na adi¢do em reator de
100 mL de 6leo de soja refinado juntamente com 2 mL de agua destilada
e 0,5 mL de enzima livre bruta ou 1 grama de suporte polimérico de PU
com enzima imobilizada. O sistema vedado foi mantido a 45 °C e 300
rpm com uso de agitador magnético (Ika C-Mag HS 7). Aliquotas foram
tiradas nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos para analise de acidez.

A avaliacdo da quantidade de &cidos graxos livres presentes no
meio foi adaptada da metodologia proposta pelo Instituto Adolfo Lutz e
realizado em triplicata (n=3) (IAL, 2008). Uma aliquota de
aproximadamente 3 g foi retirada do reator e colocada em erlenmeyer de
250 mL. Em seguida, foi adicionado 40 mL de etanol para dissolucéo do
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6leo e duas gotas de uma solugdo alcodlica de fenolftaleina a 1% que
atua como indicador. O contetdo do erlenmeyer foi titulado com uma
solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 mol/L até o aparecimento da
coloragdo rosa por no minimo 30 segundos sob forte agitagdo. O
percentual de acidez foi determinado pela Equacéo 3:

VxM=x*282

% de Acidez = —10

(Equacdo 3)
Onde:
V = Volume de NaOH gasto na titulagcdo (mL);
M = Concentragdo da solucdo de NaOH utilizada (mol/L);
m = Massa da aliquota analisada (g)

3.2.10 Determinacao da capacidade de reuso

Este ensaio foi realizado com a finalidade de avaliar a capacidade
de ciclos de reuso que o suporte contendo NS-40116 é capaz de
suportar. Apds o procedimento 2.2.7 os suportes poliméricos foram
filtrados, lavados com etanol para retirada do Gleo residual, lavados
novamente com uma solucdo 1:1 de etanol e agua (v/v), lavados
novamente com agua destilada e colocados para secar por 48 horas a
temperatura ambiente. Ap6s a completa secagem, 0s suportes
poliméricos foram aplicados novamente na hidrdlise do dleo de soja
descrito no item 3.2.9.

3.2.11 Determinac&o das constantes cinéticas

As constantes cinéticas foram determinadas utilizando p-npp
como substrato em diferentes concentragdes (0,125, 0,25, 0,5, 0,875, 1,5
e 1,75% m/v em etanol). Os valores de Km e Vmax para a enzima livre
e suporte polimérico de PU com enzima imobilizada foram calculados
pela plotagem de Lineweaver-Burk.

3.2.12 Avaliacdo da estabilidade a temperatura, pH, solvente e
condigdes de armazenamento

Os ensaios de estabilidade foram realizados para a enzima livre e
para a melhor condicdo de suporte polimérico de PU com enzima
imobilizada.
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3.2.12.1 Estabilidade a temperatura

O ensaio de estabilidade a temperatura foi realizado a fim de
avaliar a capacidade do suporte em manter a atividade da enzima
guando submetidos a diferentes temperaturas por diversos tempos. Para
este ensaio, aliquotas de 0,05 g de enzima livre/enzima imobilizada
foram colocadas em tubos de ensaio com 1 mL de tampéo fosfato de
s6dio 50 mmol.L™* pH 7,0 e submetidas & temperaturas de 25, 45 e 60 °C
durante tempos de 1, 2, 4, 8, 16 e 24 horas. Apds o periodo de tempo
determinado, as aliquotas foram retiradas e quantificadas quanto a
atividade de hidrélise de p-npp (item 3.2.5).

3.2.12.2 Efeito e estabilidade ao pH

O ensaio de efeito do pH foi realizado a fim de avaliar a
capacidade do suporte em manter a atividade da enzima quando
submetidos a diferentes pH. Assim, aliquotas de 0,05 g de enzima
livre/enzima imobilizada foram colocadas em tubos de ensaio com 1 mL
de solugdo tampdo e imediatamente submetidas a determinacdo de
atividade de hidrdlise de p-npp (item 2.2.4). SolucBes tampdo de
diversos pH foram utilizadas: fosfato pH 2, fosfato pH 5, fosfato pH 7,
fosfato pH 9 e Ringer pH 12 (European Pharmacopoeia, 1996;
MORITA; ASSUMPCAO, 2007).

O ensaio de estabilidade ao pH foi realizado para dois pH a fim
de avaliar a capacidade do suporte em manter a atividade da enzima por
diferentes tempos quando em contato com estes pH. Aliquotas de 0,05 g
de enzima livre ou enzima imobilizada foram colocadas em tubos de
ensaio com 1 mL de tamp&o fosfato de sédio 50 mmol.L™* pH 7,0 ou
fosfato de potassio 130 mmol.L™ pH 9,0 por 1, 2, 4, 8, 16 e 24 horas e
mantidas a temperatura ambiente. Apds o periodo de tempo
determinado, as aliquotas foram quantificadas quanto a atividade de
hidrélise de p-npp (item 3.2.5).

3.2.12.3 Estabilidade ao solvente

O ensaio de estabilidade ao solvente foi realizado para os
solventes etanol e metanol a fim de avaliar a capacidade do suporte em
manter a atividade da enzima por diferentes tempos quando em contato
com estes solventes. Aliquotas de 0,05 g de enzima livre/enzima
imobilizada foram colocadas em tubos de ensaio com 1 mL de &lcool
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etilico/alcool metilico por 1, 2, 4, 8, 16 e 24 horas e mantidas a
temperatura ambiente. Apos o periodo de tempo determinado, as
aliquotas foram quantificadas quanto a atividade de hidrélise de p-npp
(item 3.2.5).

3.2.12.4 Estabilidade ao armazenamento

Este ensaio foi realizado visando avaliar a capacidade do suporte
em prolongar e manter a atividade da enzima quando em diferentes
condi¢des de armazenamento. Assim, uma quantidade de amostra foi
mantida sob temperatura de refrigeracéo (4 °C) e outra sob temperatura
ambiente (25 °C). Em intervalos definidos, aliquotas dessas amostras
foram retiradas e quantificadas quanto a atividade de hidrolise de p-npp
(item 3.2.5).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos neste trabalho. Para facilitar a compreensdo este capitulo foi
divido em trés partes, sendo primeiramente explanados os dados
referentes ao processo de imobilizago, seguido da aplicacéo e reuso das
melhores condic¢des e por fim as caracterizacGes e analises da melhor
condicdo de imobilizacdo frente & enzima livre.

4.1 IMOBILIZAGCAO DA NS-40116

Os primeiros ensaios de imobilizacdo da lipase NS-40116 foram
realizados por trés metodologias de imobilizagcdo. Foram avaliados o
método de adsorcdo, o de ligacdo covalente/cruzada e o de
aprisionamento in situ.

4.1.1 Adsorgao

Em relagdo aos resultados obtidos, em termos de atividade
enzimatica residual, para o processo de imobilizagdo por adsorc¢do,
observou-se que maiores concentragfes de enzima NS-40116 resultaram
em maiores rendimentos em termos de adsor¢do. No entanto, o
imobilizado final apresentou em média 58% de atividade enzimatica
residual quando utilizado 30 mg/mL de caldo enziméatico. Ndo foram
realizados ensaios com concentracGes superiores, pois a concentra¢do
maxima do caldo enzimatico era de 35 mg/mL, sendo assim, uma
técnica adicional de secagem/concentragdo do caldo se faria necessaria
para avaliacdo da imobilizacdo utilizando maiores concentracfes de
enzima.

Em geral, esta técnica de imobilizagcdo se baseia na interagdo da
enzima com o suporte por meio de ligacBes de baixa energia, tais como
interacdes de van der Waals ou hidrofébicas, ligacdes de hidrogénio e
ibnicas. A quantidade de enzima adsorvida por quantidade do suporte
aumenta com a concentragdo do biocatalisador, atingindo um patamar de
saturacdo. Este processo, em geral, é realizado a temperatura constante e
isotermas de adsor¢do sdo obtidas (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

4.1.2 Ligacao covalente/cruzada

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia da imobilizacdo atingida
pelo processo de adsorcdo, foram avaliados dois agentes de modificagdo
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do suporte de PU, glurataldeido e dopamina. Ambos 0s compostos
possuem a capacidade de formar ligacGes covalentes ou cruzadas,
conferindo ao suporte maior afinidade com as enzimas e consequente
aumento da eficiéncia da imobilizacdo. Diante disso, 0s pardmetros
utilizados para a melhor condicdo obtida no processo de adsorc¢do foi
repetido utilizando agora os suportes modificados. Os resultados
alcancados, em termos de atividade residual da enzima NS-40116
imobilizada em suporte de PU sdo apresentados na Figura 9.

Figura 9 — Atividade residual em p-NPP do suporte polimérico de PU com
NS-40116 imobilizada por ligagéo covalente/cruzada.
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A Figura 9 mostra que o uso do glutaraldeido como agente de
modificacdo do suporte reduziu a atividade residual do suporte para
48 % em relacdo a atividade da enzima livre. Tal comportamento pode
estar relacionado ao emprego de um tempo de tratamento prolongado e
uma concentragdo elevada de glutaraldeido. Estes fatores podem resultar
em uma polimerizacdo descontrolada com uma quantidade muito alta de
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ligagdes cruzadas entre as prdprias moléculas de glutaraldeido no
interior do suporte impedindo a difuséo e ligacdo adequada das enzimas.
Além disso, podem favorecer a formagdo de um numero elevado de
ligagdes entre a enzima e o suporte reduzindo a atividade catalitica do
biocatalisador (MONSAN, 1978; BETANCOR et al., 2006).

Por outro lado, o suporte polimérico de PU revestido com
dopamina apresentou 83% de atividade enzimatica residual. A
dopamina, além de apresentar fortes propriedades de aderéncia, possui a
presenca de grupos funcionais catecol e amina que podem servir tanto
para a modificagdo covalente como para o carregamento de ions
metalicos (LEE et al., 2007; FAURE et al., 2013; PARDIEU et al.,
2016; LEFEBVRE et al., 2017).

A utilizagdo da dopamina como agente de ligagdo para a
imobilizacdo enzimética é muito recente. Chao et al. (2013) estudaram a
imobilizagdo de lacase em nanotubos de carbono com o uso de
dopamina como agente de revestimento de superficie e obtiveram uma
adsorcdo de 168,8 mg /g de suporte contra 11,6 mg /g de suporte sem 0
uso de dopamina, mostrando mais uma vez a eficiéncia da sua
utilizagéo.

4.1.3 Aprisionamento in situ

Um primeiro ensaio de imobilizacdo da enzima NS-40116 foi
realizado utilizando o caldo enzimatico. Em um primeiro momento o
suporte polimérico apresentou uma boa expansdo e volume, contudo,
durante a etapa de cura a estrutura colapsou iniciando o processo de
encolhimento. A 4gua no processo de polimerizagdo da PU pode atuar
como agente de expansdo, diminuir a densidade da espuma e devido a
formacdo de poliuréia, aumentar a dureza, alongamento e resisténcias a
tracdo. Porém, um excesso de agua pode acelerar a reacdo de
crescimento da espuma fazendo com que as células abram antes do
polimero ter forca o suficiente para manter a estrutura resultando no
colapso da espuma (KAUSHIVA, 1999; VILAR, 2004).

Diante do exposto, optou-se pela aplicacdo da enzima dialisada e
liofilizada neste processo de imobilizacdo. O processo de dialise
permitiu a retirada, além da fase aquosa, de estabilizantes e possiveis
impurezas presentes no caldo enziméatico bruto. Os resultados obtidos,
em termos de atividade residual da enzima NS-40116 imobilizada em
suporte polimérico de PU, para as diferentes concentracfes de enzima
sdo apresentadas na Figura 10.
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Figura 10 — Atividade residual em p-NPP da enzima NS-40116 imobilizada
em suporte polimérico de PU por aprisionamento in situ. Imagem canto
inferior direito: estrutura do suporte de PU com NS-40116 imobilizada.
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Como observado na Figura 10, o aumento da concentracdo da
enzima NS-40116 no processo de polimerizacéo resultou no aumento da
eficiéncia de imobilizacdo até a maxima imobilizacdo (400 mg de
enzima dialisada e liofilizada equivalente a 5% m/m de suporte
polimérico) foi atingido, no qual o suporte obteve seu melhor resultado,
mantendo 99,4% da atividade enzimatica inicial. A Figura 10 mostra
ainda uma imagem da estrutura do suporte polimérico obtido nesta
condicdo onde é possivel observar que o suporte obtido ndo apresentou
separacao de fases, boa distribui¢cdo e homogeneidade dos poros.

Resultado semelhante foi obtido por Nicoletti (2014) durante a
imobilizagdo de Candida antarctica B (CalB lipase) em espumas
flexiveis de PU. Silva et al. (2013) avaliaram a imobilizacdo de
inulinase de Aspergillus niger em espuma flexivel de PU. Os autores
conseguiram um valor correspondente a 10% m/m de extrato enzimatico
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imobilizado. Bustamante-Vargas et al. (2015) avaliaram a imobilizagdo
de diferentes concentracGes de pectinase comercial de Aspergillus niger
em espuma rigida de PU, sendo que a quantidade maxima de enzima
imobilizada foi 4% (m/m de suporte polimérico).

A fim de averiguar o efeito que uma concentracdo de enzima
maior que o0 ponto de saturacdo do suporte apresentaria sobre o sistema,
um préximo ensaio de imobilizacdo foi executado aumentado para 512
mg (6,4% m/m de suporte polimérico) a quantidade de enzima NS-
40116 dialisada e liofilizada adicionada ao suporte. A partir do resultado
foi observado que o aumento na concentragcdo de enzima prejudicou a
formacdo do suporte polimérico de PU, com a formacéo de poros mais
heterogéneos e desuniformes, resultado da reacdo de gelificagdo, ou
reticulacdo, ocorrida precocemente a expansdo da espuma
(KAUSHIVA, 1999).

4.2 QARACTERIZA(;AO ESTRUTURAL DO  SUPORTE
POLIMERICO

As caracterizagfes dos suportes poliméricos foram realizadas nas
diferentes etapas dos processos de imobilizacdo. Para estas
caracterizagdes foram utilizadas as melhores condigdes observadas nos
processos de imobilizacdo, sendo: a enzima imobilizada por ligacdo
covalente/cruzada com dopamina (ligagdo quimica) e a enzima
imobilizada por aprisionamento in situ.

A Tabela 3 traz os valores encontrados para a concentracdo de
enzima NS-40116 nos suportes poliméricos de PU apds os processos de
imobilizacéo.

Tabela 3 — Concentracdo de enzima NS-40116 nos suportes poliméricos de
PU.

Concentracéo de

Enzima enzima* (mg.g™)
Enzima livre em caldo 350+0,1
Enzima livre liofilizada 633,86 £ 18,58
PU + Enzima (liga¢&o quimica) 162,58 + 9,92
PU + Enzima (in situ) 31,69 + 0,93

* Valores médios referente a medidas em triplicata (n=3).
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Pode-se observar pela Tabela 3 que o processo de didlise e
liofilizacdo permitiu concentrar bastante o caldo enzimético original
chegando a 633,86 mg.g™, ou seja, a enzima liofilizada em p6 apresenta
uma pureza em torno de 63%.

E possivel verificar também uma grande diferenca entre os teores
de enzima encontrados nos suportes poliméricos de PU submetidos aos
diferentes métodos de imobilizacdo. Para o suporte polimérico de PU
com enzima imobilizada por ligacdo quimica a concentracdo de enzima
encontrada foi de 162,58 mg.g~ de suporte. Valor bem superior ao
encontrado para o suporte polimérico com enzima imobilizada por
aprisionamento in situ: 31,69 mg.g™'. Porém, em termos de atividade
residual o comportamento é inverso, como pbde ser observado nas
discussdes do item 4.1. Estes resultados apontam que apesar da grande
guantidade de enzima presente no suporte polimérico de PU com enzima
imobilizada por ligacdo quimica, grande parte destas estd inativa ou
perdeu atividade. Esta inativacdo ou perda de atividade pode estar
relacionada a diversos fatores como a elevada quantidade de ligacGes
covalentes/cruzadas presentes que podem dificultar a agdo da enzima
(efeitos difusionais e transferéncia de massa) ou ainda promover a
ligacdo da enzima ao suporte por meio de ligagdes que afetem a sua
atividade catalitica como discutido no item 2.2.2.

A densidade aparente € a razdo entre a massa e 0 volume
geométrico do corpo de prova, que inclui o material polimérico e o gas
dentro das células da espuma, ou seja, corresponde ao volume ocupado
por uma determinada massa de sélido, incluindo a porosidade. Assim, o
controle da densidade dos suportes poliméricos de poliuretano é feito,
principalmente, através das quantidades empregadas de agua e agentes
de expansdo auxiliares, como o cloreto de metileno, acetona e CO,
(NICOLETTI, 2014). A Tabela 4 apresenta os valores de densidade
aparente para o suporte polimérico de PU sem enzima e com enzima
NS-40116 imobilizada.

Tabela 4 — Densidade aparente dos suportes poliméricos de PU.

Densidade aparente*
Suporte

(g.cm™)
PU sem enzima 0,054 + 0,008
PU + Enzima (liga¢do quimica) 0,070 + 0,016
PU + Enzima (in situ) 0,094 + 0,017

* Valores médios referente a medidas em triplicata (n=3).
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Nyari et al. (2016) encontraram valores de densidade aparente
semelhantes aos deste trabalho (0,029 £ 0,015), enquanto que Nicoletti
et al. (2015) encontraram valores bem superiores (0,627 + 0,140).
Ambos os estudos foram de imobilizagdo de Candida antarctica B
(CalB lipase) em espuma flexivel de poliuretano.

A partir das imagens de microscopia eletronica de varredura foi
possivel verificar a morfologia dos suportes poliméricos em diferentes
etapas do processo de imobiliza¢do. A Figura 11 apresenta o suporte de
poliuretano antes da imobilizacdo sendo possivel a visualizagdo dos
poros (Fig. 11a) resultante da expansao devido liberacdo do CO, durante
crescimento da espuma e as bordas de Plateau (Fig. 11b).

A partir das figuras, observa-se que o suporte de PU com enzima
imobilizada por ligacdo quimica (Fig. 11c e Fig. 11d), aparentou
superficie rugosa, sugerindo cobertura por uma camada de enzima NS-
40116 aderida as microparticulas, efeito este, atribuido a dopamina e
componentes presentes no caldo enzimatico. Por outro lado, o suporte de
PU com enzima imobilizada por aprisionamento in situ (Fig. 11e e Fig.
11f), apresentou superficie lisa semelhante ao suporte sem presenca de
enzima, indicando que a enzima esta possivelmente ligada as cadeias
poliméricas na estrutura polimérica.

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) confirmou a formacdo de ligacBes quimicas relacionadas a
formagdo de poliuretano, imobilizacdo da enzima e presenca da
dopamina na estrutura polimérica como apresentado na Figura 12 e
Figura 13.
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Figura 11 — Microscopia eletronica de varredura do suporte de PU (a) e (b),
suporte polimérico de PU com NS-40116 imobilizada por ligagéo quimica
(c) e (d) e suporte polimérico de PU com NS-40116 imobilizada por
aprisionamento in situ (e) e (f).
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Figura 12 — Espectro de FTIR obtido para as etapas envolvidas na sintese de
suporte polimérico de PU com NS-40116 imobilizada por ligacdo quimica.

|

]
| 1705 1060
l X 2852 1650”7 X 15001290 °°
’ 158(
|

Transmitancia (u.a.)
w4

\Y__
B _ A

e

A

PU

PU+Dopamina
PU+Dopamina+Enzima
Caldo enzimatico

! | ! | N I N I ! 1 N I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

. -1
Numero de ondas (cm™)

Tanto na Figura 12 quanto na Figura 13 o biocatalisador
apresentou espectro tipico, com bandas de absorcdo associadas com
grupo amina (CONH), primario e secundério, entre 1000-1200 cm™ e
1580 e 1650 cm™ (BARTH et al., 2007). E possivel visualizar o
estiramento presente em 1060 cm™ caracterizando a presenca de
ligagdes C-NH-C (BARNES et al., 2011) e o estiramento presente em
3316 cm™, o qual é caracterizado pelas ligacdes O—H e a presenca de
agua residual (STUARD, 2004).

Os suportes poliméricos nas Figuras 12 e Figura 13 apresentaram
na regido de 1200 cm™ a presenca de ligacdes C=0 =C (BARNES et al.,
2011). Hé4 formacdo de uretano na regido de 1600 cm™ e 1500 cm™
(ZANETTI-RAMOS et al., 2006) e ligacbes de ureia na regido de 1680
cm™ a 1650 cm™ (VALERIO, ARAUJO & SAYER, 2013). A regiéo em
1705 cm™ é caracteristica de ligacBes carbonila. A faixa que
compreende 2924 cm™ a 2852 cm™ é caracteristica quando ha presenca
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de C—H (STUARD, 2004). A mesma regi&o a 1750-1700 cm™ pode ser
atribuida a ligacdo entre a enzima e o grupo funcional (NH) a partir de
poliuretano. Nos espetros, observa-se na regido de 3308 cm™ referente a
hidroxila residual (BARNES et al., 2011). Apds imobilizacdo, os picos
caracteristicos da enzima foram 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 absorg&o.

Figura 13 — Espectro de FTIR obtido para o suporte polimérico de PU com
NS-40116 imobilizada por aprisionamento in situ.
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4.3 HIDROLISE DO OLEO DE SOJA

A lipase NS-40116 possui a capacidade de hidrolisar 6leos
vegetais, sendo que a hidrélise completa dos triglicerideos ira produzir
acidos graxos livres e glicerol. Desta forma, tomando um 6leo com
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propriedades conhecidas como base, é possivel determinar o incremento
do percentual de acidez com a liberacdo de &cidos graxos quando
colocado em contato com o biocatalisador. Os ensaios de aplicagdo da
enzima livre e enzima imobilizada em suporte polimérico de PU na
hidrélise do 6leo de soja foram realizados a fim de avaliar a eficiéncia
do imobilizado. A Figura 14 apresenta os valores obtidos, em percentual
de acidez, para os sistemas utilizando a enzima livre (padréo), enzima
imobilizada por ligacdo quimica e enzima imobilizada por
aprisionamento in situ.

Figura 14 — Teores de acidez obtidos a partir da hidrélise do 6leo de soja.
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A partir dos resultados, observou-se que todos os sistemas foram
capazes de atingir a saturacdo da reacdo (12-13% de acidez), a qual
cessa a partir do momento que toda a agua disponivel é consumida. Os
resultados confirmam a imobilizagdo da enzima NS-40116 nos suportes
poliméricos e mostram também que a capacidade catalitica foi mantida.
Em relagdo ao tempo de reacdo para se alcancar 0 mesmo teor de acidez,
foi observado que o tempo para se chegar a saturagdo para 0s sistemas
contendo o catalisador imobilizado foi de 120 min enquanto que para a
enzima livre foi de 60 minutos. No entanto, este comportamento era
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esperado uma vez que para os sistemas com enzima imobilizada existem
limitacBes de transferéncia de massa que reduzem a velocidade das
reacdes, pelas limitacdes de difusdo e transferéncia de substratos e
produtos através dos poros e membranas do suporte (Nyari, 2013).

Diante destes resultados, e visto que a sintese do suporte
polimérico com NS-40116 imobilizada por aprisionamento in situ
apresenta um procedimento muito mais simples e com menor custo (ja
gue ndo envolve a utilizacdo de outros componentes, como a dopamina;
e requer uma quantidade menor de enzima para uma atividade catalitica
elevada, como comprovado pelas concentra¢fes de enzima obtidas nos
suportes), optou-se por dar continuidade aos demais ensaios de
determinacdo de constantes cinéticas e de estabilidade apenas com este
imobilizado em comparativo a enzima livre.

4.4 DETERMINACAO DAS CONSTANTES CINETICAS
As constantes cinéticas foram determinadas para a enzima livre
(padrdo) e para a enzima imobilizada por aprisionamento in situ. A

Tabela 5 traz os valores calculados de Km e V pax.

Tabela 5 — Constantes cinéticas em p-NPP da NS-40116 livre e imobilizada
em suporte polimérico de PU por aprisionamento in situ.

Forma Km (MmM) Ve (Umol.min.mg™)
Livre 27,98 232,56
PU+Enzima (in situ) 30,33 238,10

Visto que a concentracdo de enzima no suporte polimérico de PU
é praticamente 0 mesmo que para a enzima livre (31,69 e 35 mg.g™,
respectivamente) é possivel avaliar os parametros cinético com mais
clareza. Os valores semelhantes encontrados para o pardmetro cinético
Vmax tanto da enzima livre quanto da enzima imobilizada indicam que
mesmo a enzima estando imobilizada foi capaz interagir com o substrato
apresentando comportamento semelhante a enzima livre, ou seja, o
processo de imobilizagdo ndo reduziu a atividade catalitica de enzima. O
mesmo comportamento foi verificado para o pardmetro cinético Km,
indicando semelhanca na afinidade entre enzima e substrato.
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Valores préximos de Km também foram encontrados nos
parametros cinéticos do trabalho de Nicoletti et al. (2015) para a
imobilizacdo de Candida antarctica B (CalB lipase) em espuma de PU.
Porém, em seu trabalho houve uma perda grande em termos de Vmax
guando a enzima foi imobilizada. Inoglu et al. (2008) em seu trabalho de
imobilizacdo de glicose oxidase em espuma de PU com emprego de CO,
supercritico obteve resultados menores de Km e maiores de Vs cOmM 0
emprego de presses acima da atmosférica. Cui et al. (2013) obtiveram
resultados inversos em seu trabalho de imobilizacdo da enzima de
Yarrowia lipolytica lipase Lip2 em suporte polimérico de poliuretano
mostrando um aumento no Km e reducdo do Vs das enzimas
imobilizadas.

45 AVALIACAO DA ESTABILIDADE A TEMPERATURA, pH,
SOLVENTE E CONDICOES DE ARMAZENAMENTO

A fim de avaliar a eficiéncia do suporte como agente de protecdo
do biocatalisador, foram realizados estudos relacionados a manutencéo
da atividade enzimatica em relacdo a estabilidade em diferentes
temperaturas, pHs, solventes orgénicos e estabilidade ao
armazenamento.

Em relacdo & estabilidade térmica (Fig. 15), os valores de
atividade enzimatica encontrados para a enzima livre e para enzima
imobilizada foram superiores a 90% durante as 24 horas de ensaio nas
diferentes faixas de temperatura avaliada. As semelhancas entre 0s
resultados confirmam mais uma vez que o catalisador enzimatico
manteve suas caracteristicas durante o processo de imobilizagdo. Cabe
ainda ressaltar que os resultados encontrados neste trabalho foram
superiores aos reportados por Cui et al. (2013) para a estabilidade
térmica da Yarrowia lipolytica lipase Lip2 imobilizada em suporte
polimérico de PU, onde apds 24 horas de tratamento a atividade relativa
da enzima livre caiu para pouco mais de 20% e da enzima imobilizada
para pouco menos de 60%. Cipolatti et al. (2015), encontraram
resultados similares aos reportados nesse trabalho para a estabilidade de
Thermomyces lanuginosus (TLL) lipase em nanoparticulas de PU-PEG.
O imobilizado apresentou valores de atividade relativa acima de 80%
para 0s ensaios enquanto para a enzima livre este valor chegou préximo
aos 60% apds 20 horas de tratamento.
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Figura 15 — Estabilidade térmica da NS-40116 livre e imobilizada em
suporte polimérico de PU por aprisionamento in situ.
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A aplicacéo industrial da enzima imobilizada, esta relacionada
com a faixa de pH 6tima para seu uso, que esta diretamente relacionada
com a atividade da enzima. O pH desempenha papel importante no
estado de ionizagdo do sitio ativo e mantém a conformacéo adequada de
enzima (CHIARADIA, 2015). Com base nos resultados obtidos (Fig.
16), verificou-se que a enzima imobilizada apresentou comportamento
semelhante a enzima livre quando em pH 2,0, 4,0 e 7,0. Além disso,
verificou-se que o pH 6timo para enzima NS-40116 imobilizada em
suporte polimérico de PU foi 7,0. A reducdo da atividade enzimatica da
enzima NS-40116 imobilizada em suporte polimérico quando em pH 9,0
e 12,0 pode estar associado a modificacdo da estrutura dos poros do
polimero levando a redugdo da atividade enzimética pelas mudancgas na
estrutura do polimero havendo limitacdo de transferéncia de massa
durante a medida de atividade.
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Figura 16 — Efeito do pH na atividade da NS-40116 livre e imobilizada em
suporte polimérico de PU por aprisionamento in situ.
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Cui et al. (2013) relataram, ao imobilizar a lipase de Yarrowia
lipolytica em suporte polimérico de poliuretano, resultados diferentes
dos obtidos no presente trabalho. Os autores estudaram o efeito do pH
sobre a enzima livre e imobilizada. Valores de 100% de atividade
residual foram obtidos em pH 8,0, enquanto que, em pH 6,0 e 9,0 os
valores foram inferiores a 50% chegando a préximo de zero para ambas
as enzimas.

Diante disso, os pH 7,0 e 9,0 foram selecionados a fim de avaliar
a extensdo desse comportamento com o tempo. A Figura 17 mostra o0s
valores obtidos para a estabilidade da atividade enziméatica em funcéo do
tempo para os pH 7,0 e 9,0.
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Figura 17 — Estabilidade ao pH da NS-40116 livre e imobilizada em suporte
polimérico de PU por aprisionamento in situ.
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A Figura 17 mostra que apds 24 horas de contato todos as
amostras apresentaram atividade residual acima dos 85% tanto para o
pH 7,0 quanto para o pH 9,0. Chiaradia (2015) avaliou a estabilidade ao
pH de Candida antarctica (CalB lipase) imobilizada em nanoparticulas
magnéticas de poli(uréia-uretano). Seu trabalho mostrou que a enzima
imobilizada foi capaz de manter sua atividade relativa muito proxima de
100% apds 6 horas de tratamento quando exposta ao pH 7 e 10.

Na Figura 18 sdo apresentados os resultados obtidos para a
estabilidade da enzima livre e imobilizada quando em contato com
metanol e etanol a temperatura ambiente.
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Figura 18 — Estabilidade ao solvente da NS-40116 livre e imobilizada em
suporte polimérico de PU por aprisionamento in situ.
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Através dos resultados observou-se uma reducdo de 60% na
atividade enzimatica da enzima NS-40116 imobilizada para 30% quando
comparada com a enzima livre na mesma condi¢do ap6s 24 horas
guando em metanol e reducdo de 50% ap6s 24 horas quando em
solvente etanol. Cabe aqui ressaltar, que os solventes foram escolhidos
com base no sistema de producdo de biodiesel, sistema esse que pode
ser uma aplicagdo bastante promissora para os imobilizados. Esse
comportamento pode estar associado ao efeito negativo do solvente
sobre 0 sitio ativo da enzima ou a remocdo da dgua da superficie da
enzima essencial para estabilizar a estrutura tridimensional da mesma.
Além disso, a maior atividade residual encontrada para a enzima livre
pode ser resultado do rompimento dos agregados de alto peso molecular,
tornando um maior nimero de sitios ativos da enzima acessiveis ao
substrato (LAANE et al., 1987; BARON, 2008; PAHUJANI et al.,
2008).
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Na literatura, resultados semelhantes s&o reportados, como 0s
apresentados por Pahujani et al. (2008) durante o estudo de estabilidade
em solventes organicos de Bacillus coagulans lipase imobilizada em
Nylon-6. Apds 30 minutos de contato com etanol e metanol a 55 °C as
atividades relativas foram de 44% e 46%, respectivamente,
comparativamente com a atividade inicial. Wu et al. (2007) avaliaram a
estabilidade em solventes organicos de Mucor javanicus lipase
imobilizada em Amberlite XAD-7 por 2 horas a 25 °C, e observaram
uma reducdo na atividade relativa quando em contato com etanol e
metanol para 52% e 10%, respectivamente. Baron, 2008 estudou a
estabilidade em solventes orgénicos de Burkholderia cepacia LTEB11
lipase livre e imobilizada em Accurel EP tratadas por 3 horas a 37 e 50
°C. Para as duas temperaturas a enzima imobilizada apresentou valores
bem inferiores (27% a 37 °C e 30% a 50 °C) de atividade relativa em
comparagdo com a livre (100% a 37 °C e 85% a 50 °C) quando em
contato com etanol.

Ao final desta etapa, as enzimas livres e imobilizadas foram
avaliadas em relagdo a sua estabilidade em condi¢bes de
armazenamento, ambiente (25°C) e sob refrigeracdo (4°C). De acordo
com a Figura 19, observa-se que houve uma reducdo de apenas 20% na
atividade catalitica da enzima NS-40116 imobilizada em suporte
polimérico de PU ap6s 30 dias de armazenamento tanto a temperatura
ambiente quanto sob refrigeracdo. Nyari et al. (2016) estudaram a
estabilidade ao armazenamento de Candida antarctica B (CalB) lipase
livre e imobilizada em suporte polimérico de PU a temperatura ambiente
e geladeira. O estudo revelou que apds 360 dias a atividade enzimatica
relativa era 87% quando armazenada a temperatura ambiente e 51%
quando armazenada sob refrigeracéo.
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Figura 19 — Estabilidade ao armazenamento da NS-40116 livre e
imobilizada em suporte polimérico de PU in situ.
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4.6 DETERMINAGCAO DA CAPACIDADE DE REUSO

A reutilizac8o de enzimas em mais de um ciclo de reacdo é um
dos principais objetivos dos processos de imobilizacdo, devido
principalmente ao alto custo associado as enzimas em muitos processos
industriais, reduzindo por vezes sua aplicacdo como catalizador em
aplicacdo industrial. Normalmente, considera-se que uma enzima pode
ser reutilizada até a sua atividade ser maior ou igual a 50% do valor da
atividade inicial (FICANHA, 2014). Assim, nesta etapa, foram avaliados
0S sucessivos ciclos de reuso da NS-40116 imobilizada no suporte
polimérico de PU na hidrélise do dleo de soja. A Figura 20 mostra os
ensaios de reuso para a enzima imobilizada por ligacdo quimica,
enquanto a Figura 21 mostra 0s ensaios de reuso para a enzima
imobilizada por aprisionamento in situ.
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Figura 20 — Avaliacdo dos sucessivos ciclos de reuso da enzima NS-40116
imobilizada em suporte polimérico por ligacdo quimica.
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A quantidade de ciclos de reuso alcancados para a enzima
imobilizada por ligacdo quimica foi 3, enquanto que a enzima
imobilizada por aprisionamento in situ chegou a 5 ciclos de reuso,
mostrando a importancia da imobilizacdo da enzima, permitindo que a
mesma permanecesse aderida ao suporte polimérico mesmo apos a
aplicacdo na reacdo, lavagem e novo ciclo de reacdo, justificando mais
uma vez a escolha do método de imobilizagdo por aprisionamento in
situ. Nicoletti et al. (2015), em seu trabalho de imobilizacdo de Candida
Antarctica B (CalB lipase) em espuma flexivel de PU, conseguiu um
resultado de 1 ciclo de reuso para a enzima ligada por adsorgdo e 4
ciclos de reuso para a enzima imobilizada por aprisionamento antes da
atividade relativa ficar abaixo de 50%. O mesmo nimero de 4 ciclos de
reuso foi atingido por Bustamante-Vargas et al. (2015), em seu trabalho
de imobilizacdo de pectinase comercial de Aspergillus niger em espuma
rigida de PU.
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Figura 21 — Avaliacdo dos sucessivos ciclos de reuso da enzima NS-40116
imobilizada em suporte polimérico de PU por aprisionamento in situ.
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Ao final do processo de reuso, o suporte polimérico foi avaliado
novamente em relacdo a sua morfologia através de microscopia
eletronica de varredura a fim de avaliar mudancas morfolégicas. A
Figura 17 apresenta as mudancas do suporte polimérico apés a aplica¢do
na hidrélise do 6leo de soja.

A Figura 22a e 22b revelam uma perda substancial do
recobrimento da estrutura do suporte polimérico de PU com enzima
imobilizada por ligacdo quimica apds os ciclos de reuso na reacdo de
hidrélise do 6leo de soja o que reflete diretamente na reducdo da
atividade relativa do imobilizado. Ja a Figura 22c e 22d mostra que a
superficie do suporte polimérico de PU com enzima imobilizada por
aprisionamento in situ praticamente nao sofreu alteracdo, porém, é
possivel notar diversos pontos de fratura do suporte o que também tende
a refletir diretamente na atividade relativa que o imobilizado passa a
oferecer.
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Figura 22 — Morfologia do suporte polimérico de PU com enzima NS-
40116 imobilizada ap6s os ciclos de reuso em hidrolise do 6leo de soja: (a)
e (b) imobilizada por ligacdo quimica, e (c) e (d) imobilizada por
aprisionamento in situ.
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Para confirmar as mudangas na estrutura quimica do suporte
polimérico analises de FTIR foram realizadas. A partir dos resultados
(Figura 23) é possivel observar uma reducdo nas bandas em 1060 cm™
caracteristica da presenca de ligagdes C-NH-C das enzimas (BARNES
et al., 2011) e reducdo da banda na regido de 3308 cm™ referente a
hidroxila residual (BARNES et al., 2011). Além disso, um incremento
das bandas 1748 cm™ e 1711 cm™ correspondentemente & banda de
adsorcao da carbonila do éster do triglicerideos e banda de absorcéo
(C=0) dos &cidos graxos livres residuais (MAHESAR, 2014).
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Figura 23 — Espectro de FTIR obtido para o suporte polimérico de PU com
enzima NS-40116 imobilizada por ligacdo quimica e aprisionamento in situ
apos a aplicacdo na hidrolise do 6leo de soja. (*) Ap6s reuso na hidrélise em
6leo de soja.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

5.1 CONCLUSOES

Diferentes métodos de imobilizagdo foram avaliados para a lipase
NS-40116 em suporte polimérico de poliuretano: adsor¢do, ligacéo
covalente/cruzada utilizando revestimento de glutaraldeido ou
dopamina, e aprisionamento in situ.

O processo de imobilizacdo que resultou em maior atividade
enzimatica relativa (em comparacdo com a enzima livre) foi o
aprisionamento in situ  (99,44%) seguido pelo de ligacdo
covalente/cruzada utilizando revestimento de dopamina (82,84%).
Quanto a densidade aparente, o maior valor foi encontrado para o
suporte polimérico de PU com enzima imobilizada por aprisionamento
in situ (0,094 g.cm™). A concentracéo de enzima no suporte polimérico
de PU por aprisionamento in situ foi de 31,69 mg.g*, o qual é muito
préximo do encontrado para a enzima na forma livre em caldo.

A aplicacdo e reuso dos suportes poliméricos com enzima
imobilizada na hidrélise do dleo de soja permitiu definir a condicdo de
imobilizacdo em que a interagdo enzima-suporte é mais forte
possibilitando maior nimero de ciclos de reuso. O suporte polimérico de
PU com enzima imobilizada por aprisionamento in situ obteve o melhor
resultado com 5 ciclos de reuso.

Os valores semelhantes encontrados para 0 Vs da enzima livre e
imobilizada, 232,56 e 238,10 pmol.min>.mg™, bem como para o Km da
enzima livre e imobilizada, 30,33 e 27,98 mM, respectivamente,
indicam que mesmo a enzima estando imobilizada ela é capaz de
apresentar 0 mesmo comportamento que livre, ou seja, 0 suporte
aparentemente ndo confere empecilhos para a atividade catalitica da
enzima nem mudangas de afinidade entre enzima e substrato.

Com relacdo a estabilidade a temperatura, o suporte polimérico
de PU com enzima imobilizada por aprisionamento in situ apresentou
comportamento semelhante a enzima livre para as temperaturas
avaliadas (25, 50 e 60 °C) mantendo mais de 90% de atividade relativa
apos 24 horas. O mesmo comportamento foi verificado nos ensaios de
estabilidade ao pH (7,0 e 9,0), onde tanto a enzima livre quanto a
imobilizada por aprisionamento in situ apresentaram valores acima dos
85% apos 24 horas.

Portanto, é possivel concluir que o método de imobilizacéo por
aprisionamento in situ utilizando como suporte espuma flexivel de
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poliuretano, apesar de néo ter sido capaz de fornecer ganhos em termos
de estabilidade da enzima, permitiu o reuso do sistema por diversos
ciclos podendo-se considerar uma alternativa viavel na aplicagdo como
biocatalisador em diversas reacdes.

5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

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

- Avaliar o armazenamento do suporte polimérico de PU com
enzima imobilizada em meio aquoso;

- Avaliar diferentes pardmetros de processo para o revestimento
com glutaraldeido;

- Avaliar diferentes parametros de processo para o revestimento
com dopamina;

- Avaliar 0 uso da enzima NS-40116 dialisada e liofilizada no
processo de imobilizacdo por ligagdo covalente/cruzada;

- Avaliar a aplicacdo do suporte polimérico de PU com enzima
imobilizada na hidroesterificacdo de 6leo vegetal em sistema continuo e
em batelada;

- Estudar o scale up do processo de imobilizacdo e aplicagdo a
nivel industrial.
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