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NANOPARTICLES OF POLY(HYDROXYBUTYRATE-CO-HYDROXYVALERATE) AS SUPPORT FOR THE
IMMOBILIZATION OF Candida antarctica LIPASE (FRACTION B). This work evaluates the immobilization of Candida antarctica
lipase (Fraction B) using poly(hydroxybutyrate-co-hydroxyvalerate) (PHBV) nanoparticles as support. The effects of immobilization
time (30-150 min) and pH (5-10) on lipase loading were evaluated. The stability of the immobilized enzyme towards temperature

(40, 60, and 80 °C), reuse and storage (at 4 °C) were also determined. Furthermore, to assess its potential application in a system of
interest, the immobilized lipase was used as a catalyst in the esterification of geraniol with oleic acid. The results indicated a time of
120 minutes and pH of 7 as optimal for immobilization. A 21 hour exposure of the PHB V-lipase derivative to 60 °C showed a 33%
reduction of the initial activity while storage at 4 °C led to a residual activity (5% of the original activity). The derivative was used
without significant loss of activity for 4 successive cycles. The use of the immobilized lipase as a catalyst in the production of geranyl
oleate led to about 88% conversion of the initial reactants to products.
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INTRODUCAO

A drea da nanotecnologia aplicada ao setor de alimentos vem
apresentando um crescimento significativo nos ultimos anos. Os
processos de microencapsulacio sdo interessantes em diferentes dreas
da inddstria, como por exemplo, no encapsulamento de ingredientes
alimenticios, controle da liberacdo de pesticidas em agroquimica,
podendo ainda ser usado em cosméticos, eletronicos, biomedicina e
processamento de materiais especiais.

Os fluidos supercriticos (FSCs) tém sido propostos como meio
para a producdo de nanomateriais. As propriedades que fazem os
fluidos supercriticos particularmente atraentes sdo a difusividade,
o poder solvente, a seletividade e a possibilidade da sua eliminacao
completa ao final do processo.>

O poli(hidroxibutirato-co-valerato) vem se destacando em
diversas dreas por ser um polimero biodegraddvel, com boa bio-
compatibilidade, sendo uma alternativa como agente encapsulante.?
Neste sentido, os polimeros ganham destaque devido a possibilidade
de sua utilizagdo como agente estabilizante de biocompostos, como
enzimas. A imobilizagdo de enzimas em suportes s6lidos permite a sua
reutilizag@o e facil manuseio e melhora a estabilidade do catalisador,
que sdo importantes para o desenvolvimento de processos biotecno-
16gicos econdmicos.* Desta forma, a imobilizagdo de enzimas tem
sido uma estratégia para a maioria das aplicacdes em grande escala
devido a facilidade de reutilizagio do catalisador, operacio continua
e purificagio do produto.’

A pesquisa nesta drea busca a descoberta de novas enzimas
eficientes, de novos compostos alvo e também de novos suportes
s6lidos convenientes, capazes de sustentar a atividade enzimdtica

*e-mail: debora@engq.ufsc.br

em meio organico com perda minima. A reutiliza¢do de enzimas
imobilizadas representa uma excelente abordagem para quimica
verde, reduzindo o custo e a quantidade desses biocatalisadores, em
geral, de alto valor agregado.®

A imobiliza¢@o de enzimas tem atraido grande aten¢do nas dreas
da quimica fina, biomedicina e biossensores. Sabidamente, o desem-
penho da enzima imobilizada depende em grande parte da estrutura
do suporte, sendo que os suportes nanoestruturados sdo capazes
de manter a atividade catalitica, bem como garantir a eficiéncia de
imobiliza¢do da enzima.’

A imobilizagdo pelo método de adsorc@o consiste na utiliza-
¢do da enzima e um suporte sélido por ligagcdes de baixa energia,
tais como interagdes de van der Waals ou hidrofébicas, ligacdes
de hidrogénio e i0nicas, entre outras. Varios materiais podem ser
usados para este propésito e a escolha de um deles depende de suas
propriedades, como for¢a mecanica, estabilidade fisica e quimica,
cardter hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsor¢do de enzima
e custo.® Os suportes para adsor¢do, tanto na fase sélida ou liqui-
da, podem ser organicos (derivados da DEAE-celulose, Dowex) e
inorgénicos (celite, bentonita, alumina, argilas, zedlitas, Accurel)
entre outros.”!°

Ha uma diversidade de biopolimeros naturais ou sintéticos que
podem ser empregados como agentes encapsulantes de compostos
bioativos, por apresentarem biocompatibilidade e biodegrabilidade.
Dentre os principais destacam-se o dcido polilactico, policaprolac-
tona, polilactideo, poli(lactideo-co-glicosideo), polietilenoglicol,
polivinil dlcool, polihidroxibutirato e o co-polimero poli(3-hidro-
xibutirato-cohidrovivalerato).>!" A utilizagdo de nanoparticulas
como agentes encapsulantes tem sido alvo de pesquisas recentes,
podendo-se citar a aplica¢do de suportes nanométricos tais como
silica, quitosana e ferro.'>'
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A formagdo de particulas e o encapsulamento usando técnicas
tradicionais (spray-drying, coacervagao, freeze-drying, polimerizagdo
interfacial) podem apresentar algumas desvantagens, como o nio
controle do tamanho das particulas, morfologia, degradacao de com-
postos termossensiveis, além da baixa eficiéncia no encapsulamento
e rendimento. Neste sentido, alguns fluidos supercriticos tém sido
utilizados para este fim. Além de fornecer particulas de tamanho uni-
forme, com estreita distribui¢do de tamanho de particulas, esta técnica
permite uma separagdo eficiente das particulas, impedindo residuos
de solventes organicos no produto final, permitindo a reutilizacio do
solvente ou anti-solvente.?

O tratamento de polimeros como o poli-hidroxibutirato-co-
-valerato com fluidos supercriticos, para posterior imobilizagdo de
enzimas, vem se constituindo em alternativa promissora. Neste con-
texto, destacam-se as lipases, enzimas de relevancia biotecnoldgica
por apresentarem vdrias aplicagdes na drea de alimentos, inddstrias
de detergentes e farmacos. Novas aplica¢des biotecnoldgicas t€ém
sido estabelecidas com sucesso utilizando lipases para a sintese de
biopolimeros e biodiesel, a produgdo de compostos farmacéuticos
enantiopuros, agroquimicos e sabores (flavor)." A lipase Candida
antarctica do tipo B (CalB) possui estrutura globular, € constituida de
317 residuos de aminodcidos, tem dimensdes de 30 A x 40 A x 50 A,
massa molecular (MM) de 33 kDa e o ponto isoelétrico (pI) de 6,0.!51¢

Com base nestes aspectos, o presente trabalho tem como objetivo
central avaliar o efeito de parAmetros de imobilizacio (tempo de imo-
bilizagdo e pH) da lipase comercial CalB pelo método de adsor¢ao,
utilizando como suporte nanoparticulas do PHBV obtidas através da
precipitagdo com diéxido de carbono supercritico. A estabilidade do
derivado enzimatico frente a temperatura (40, 60 e 80 °C), ao reuso
e a estabilidade a estocagem (4 °C) também foram determinados.
O derivado enzimético foi utilizado como catalisador na reagdo de
esterificacdio do geraniol e dcido oleico para verificar seu potencial
de aplica¢@o em um sistema de interesse.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Nos experimentos de precipitacdo foram utilizados os seguin-
tes reagentes: didxido de carbono (White Martins S.A., pureza de
99,8%), diclorometano (FMaia, pureza de 99,5%), e o copolimero,
poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) com massa molar
média (M,,) de 196.000 e indice de polidispersdo de 1,85, gentilmen-
te cedido pela empresa PHB Industrial S/A. Estes materiais foram
utilizados como recebidos, sem qualquer tratamento prévio, e foram
armazenados de forma adequada, evitando contato com a luz, calor
e umidade.

O co-polimero foi submetido a uma pré-purificagio, pela sua
dissolucdo em cloroférmio P.A. (Vetec, pureza de 99,5%) e poste-
rior precipitacdo em n-heptano P.A. (Vetec, pureza de 99,5%) para
retirada de impurezas.

A imobilizacdo foi realizada utilizando a lipase soldvel de
Candida antarctica do tipo B livre (Novozym CalB), gentilmente
doada por Novozymes Latina América Ltda. A atividade hidrolitica
foi medida. O meio reacional para determinagdo da atividade de
hidrdlise consistia de 15 mM de butirato de p-nitrofenila (Sigma
Aldrich, pureza de 99,9%) em 10 mL de élcool isopropilico (Neon,
pureza de 99,5%) e 100 mL de tampao fosfato de sédio 25 mM, pH
7, sob agitagéo a 28 °C.'°

No estudo da aplicagio do derivado enzimético como catalisador
de reacdes de esterificacdo em sistema livre de solvente, foram utili-
zados como substratos o geraniol (Sigma Aldrich, pureza > 97%) e
0 4cido oleico (Sigma Aldrich, pureza > 99%).
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Precipitacao do PHBV

A precipitagdo do poli (hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)
(PHBV) puro foi realizada utilizando diéxido de carbono supercri-
tico como anti-solvente e diclorometano como solvente orgénico,
utilizando a técnica de Dispersdo da Solucdo Aumentada por Fluidos
Supercriticos (SEDS) para formagao das nanoparticulas. Os valores
do pardmetros de processo de precipitacdo utilizados foram a concen-
tragdo de PHBV (30 mg mL™"), pressdo da solugdo orgénica (80 bar),
a vazdo da solugdo foi 1 mL min’', taxa de fluxo anti-solvente 40 mL
min’! e temperatura constante de 40 °C.>!” Detalhes do equipamento
utilizado neste trabalho para a precipitacio do PHBV podem ser
encontrados na literatura.'!"* Uma descri¢@o detalhada do aparato e
procedimento experimental de formagao de particulas de PHBV pode
ser encontrada nos trabalhos de Franceschi et al..>!”

Imobilizacdo da lipase utilizando PHBYV como suporte

Em tubos tipicos para uso em centrifuga de 50 mL, foram coloca-
dos em contato 0,1 g de nanoparticulas de PHBV e 10 mL de solugio
tampdo em diferentes valores de pH, contendo 0,1 mL de lipase CalB
(atividade inicial 75 U/mL). Os tubos foram mantidos sob agitacao
de 7 rpm utilizando diferentes tempos em agitador rotativo (Tecnal
TE-165). Posteriormente, separou-se o sobrenadante por filtracéo a
véacuo. O imobilizado foi lavado com dgua destilada sob filtro com o
auxilio de uma bomba de vicuo e, posteriormente, mantido durante
24 horas em dessecador para equaliza¢@o do teor de umidade.

A avalia¢do do tempo de imobilizagdo foi realizada nos valores
de 30, 60, 90, 120 e 150 min, segundo metodologia proposta por
Rodrigues et al..”® A avaliagdo do efeito do pH na imobilizagio da
enzima foi realizada utilizando-se diferentes tampdes de 25 mM em
diferentes pH’s: acetato de sédio, pH 5; fosfato de sédio, pH 6, 7 e
8; tris aminometano, pH 9 e carbonato de sédio, pH 10. O mesmo
procedimento adotado anteriormente para obtengdo do derivado
enzimadtico foi empregado nesta etapa.

Estabilidade térmica do derivado imobilizado

A enzima livre e imobilizada em PHBV foi mantida em estufa a
véacuo a 40, 60 e 80 °C por 21 horas, segundo metodologia descrita
por Silva et al..* Periodicamente, efetuava-se a dosagem da atividade
hidrolitica em butirato de p-nitrofenila.

A enzima imobilizada foi armazenada em geladeira (4 °C) em
frascos de vidro (sem presenca de tampdo). Periodicamente, efetuava-
-se a dosagem da atividade hidrolitica em butirato de p-nitrofenila.

Estabilidade operacional do derivado enzimatico

Foram adicionados 50 mg de enzima imobilizada em béquer de
50 mL contendo 25 mL de meio reacional (15 mM butirato de p-
-nitrofenila), 10 mL de dlcool isopropilico e 100 mL de tampao fosfato
de s6dio 25 mM a pH 7. A reacdo foi conduzida em banho-maria a 28
°C, sob agita¢@o. A cada minuto, um volume de 2,5 mL era coletado
para medida da atividade em espectrofotometro a 348 nm e, posterior-
mente, readicionado ao meio reacional. Cada ciclo teve duragdo de 15
min. Apds cada ciclo, o imobilizado era lavado com dgua destilada e
a umidade equalizada em bomba de vacuo por 30 min. Esta etapa teve
por objetivo avaliar a possibilidade de reuso do derivado enzimético.
A atividade do derivado foi monitorada por quatro ciclos consecutivos.

Determinacio da atividade de hidrélise

O meio reacional consistia de 15 mM de butirato de p-nitrofenila
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em 10 mL de dlcool isopropilico e 100 mL de tampao fosfato de s6-
dio 25 mM, pH 7, sob agitacio a 28 °C. Adicionava-se 2,5 mL deste
substrato em cubeta onde se acrescia 0,1 mL de solucdo de enzima
livre. Para dosagem da atividade do imobilizado, foram adicionados
50 mg de enzima imobilizada em 2,5 mL do substrato. Posteriormente,
foi efetuada a medida da atividade hidrolitica, em espectrofotdmetro
Lambda 35, UV-Vis (PerkinElmer) a 348 nm.'®

Esterificacio enzimatica do geraniol e acido oleico utilizando o
derivado enzimatico

A esterificacdo enzimatica foi realizada conforme condi¢des
otimizadas em trabalho anterior,? utilizando geraniol e 4cido oleico
como substratos na proporc¢io molar de 3:1. Os substratos foram
adicionados em Erlenmeyers de 50 mL com volume médio reacional
de 5 mL. Pesou-se 0,5 g (10 % m/m em relacdo aos substratos) da
enzima CalB imobilizada em PHVB e o tempo reacional foi contado
a partir da adi¢do da mesma. Todos os experimentos foram realizados
em agitador orbital (shaker) com agitacdo constante de 150 rpm e
temperatura de 40 °C. Apés o término do tempo de reagdo, fixado em
6 horas, o biocatalisador foi filtrado com papel filtro. A conversdo em
ésteres foi determinada por titulacdo com hidréxido de s6dio (NaOH)
0,05 M até pH 11.2

Caracterizacio estrutural do polimero e do derivado
imobilizado

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Visando inspecionar a morfologia das nanoparticulas de PHBV
e do derivado imobilizado foram obtidas micrografias a partir de um
microscopio eletronico de varredura. As andlises de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) foram realizadas no Laboratdrio de
Microscopia Eletronica de Varredura da UFRN, utilizando um mi-
croscopio JEOL - JSM 5800 com voltagem de aceleragdo de 20KV
e magnificacdes de 200x, 1.000x e 10.000x.

Difracdo de Raio-X

Os difratogramas das amostras das nanoparticulas de PHBV e
do derivado imobilizado foram obtidas através de um difratome-
tro de raio-X da marca Rigaku, Miniflex II, com tubo emissor de
Cu (A = 1,54A). As andlises foram realizadas no Laboratério de
Instrumentagdo Analitica da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte.

Andlise termogravimétrica

As andlises termogravimétricas foram realizadas em analisador
térmico TGA-50H Shimadzu com taxa de aquecimento de 10 °C/min
sobre fluxo de ar sintético no Laboratério de Instrumentacio Analitica
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Maximizacao das condicoes de processo para imobilizaciao da
lipase em PHBV

O estudo do tempo de imobilizagao da lipase Candida antarctica
B em nanoparticulas de PHBV indicou o periodo de contato entre a
enzima e o suporte necessario para que houvesse um bom fator de
imobilizacdo, sendo os resultados obtidos apresentados na Tabela 1.

De acordo com os resultados obtidos verificou-se que nos tempos
de 30 e 60 min a percentagem de adsorcdo foi superior a 93%, mas
a atividade do imobilizado foi de 0,11 e 0,09 U/g. No tempo de 120
min a imobilizagdo em tampao fosfato de s6dio 25 mM, pH 7 resultou
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Tabela 1. Parametros de imobilizacdo do lipase CalB lipase no suporte PHBV
em funcdo do tempo de adsor¢ao

Atividade do derivado Percentual de

Tempo (min)

imobilizado A, (U/g)* adsorcao (%)
30 0,11 93,34
60 0,09 93,84
90 0,10 88,90
120 0,33 88,90
150 0,13 92,85

Atividade hidrolitica inicial = 75 U/mL.

no maior valor de atividade do imobilizado (0,33 U/g), sendo que a
percentagem de adsorcdo foi de 88,90%.

A avalia¢do do pH de imobilizacdo foi realizada buscando um
maior fator de imobilizagdo. Os resultados do pH 6timo para imobi-
lizagao estao apresentados na Tabela 2, observando que os resultados
obtidos com a imobiliza¢do em pH 5 (tampao acetato de sédio 25
mM) e pH 6 (tampao fosfato de sédio 25 mM) apresentaram a maior
atividade do imobilizado (0,35 U/g). Contudo, verificou-se que em pH
7 (tampao fosfato de sédio 25 mM) foi obtida uma atividade similar
(0,33 U/g) e uma maior percentagem de imobilizacao (92,30%). Os
menores valores de atividade do derivado foram obtidas nos pH 8
(tampao fosfato de sédio 25 mM), 9 (tamp@o tris-aminometano 25
mM) e 10 (tamp@o carbonato de sédio 25mM). Levando em con-
siderag¢@o que o ponto isoelétrico da lipase CalB € 6, os resultados
obtidos neste estudo indicaram uma faixa de pH 6timo préxima do
ponto isoelétrico da enzima.’* Os resultados obtidos no presente
trabalho encontram-se em concordancia com os de Liu ef al.,'> os
quais imobilizaram lipase de pancreas suino em nanoparticulas de
quitosana e ferro pelo método de adsor¢do, obtendo mais elevadas
percentagens de mobilizacdo e atividades enzimdticas em valor de
pHiguala7.

Tabela 2. Parametros de imobilizagao da lipase CalB suportada em PHBV
como fungdo do pH

Atividade do derivado Rendimento de

pH imobilizado A, (U/g)* imobilizacdo RI (%)
5 0,35 87,00
6 0,35 81,58
7 0,33 92,30
8 0,14 92,04
9 0,06 85,40
10 0,15 68,50

Atividade hidrolitica inicial = 75 U/mL.
Estabilidade térmica do derivado imobilizado

Ap6s determinar a melhor condi¢do para imobilizacdo da lipase
em PHBV (120 min, pH 7) foi realizada a avaliag¢@o da estabilidade
de temperatura da enzima livre e imobilizada em funcdo do tempo,
conforme apresentado na Tabela 3.

A enzima livre submetida a 40 °C manteve sua atividade inicial
(75 U/mL) apds 21 horas de exposicdo. Nas temperaturas de 60 e
80 °C, as atividades residuais foram de 1,26 e 0,33% apds exposi¢ao
de 3 horas.

O estudo da estabilidade de temperatura CalB livre foi estudada
por Arroyo et al.,** onde apés 1 hora de exposicdo a 50 °C a atividade
apresentou reducio de 70%. A estabilidade da CalB livre em tem-
peraturas elevadas também foi avaliada por Silva er al.>' Os autores
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Tabela 3. Atividade residual da enzima livre e do derivado imobilizado como

fun¢@o do tempo de exposicio a 40, 60 e 80 °C

Fernandes et al.

Atividade residual da enzima livre (%)

Tempo (h)
40 °C 60 °C 80 °C
0 100 100 100
1 100 2,43 0,33
3 100 1,26 0,05
21 100 0,23 0
Atividade residual do derivado imobilizado (%)
Tempo () 40 °C 60 °C 80 °C
0 100 100 100
1 100 82 100
3 100 80 100
21 100 67 54

verificaram que a enzima foi completamente inativada ap6s 21 h de
exposicdo a 60 °C.

O derivado imobilizado, apds exposicdo de 21 horas a 40 °C
manteve sua atividade inicial. Apds 21 horas de exposi¢do a 60 °C,
a atividade hidrolitica da CalB/PHBYV apresentou decréscimo, com
atividade residual de 67%. Cabe ressaltar que Silva e al.*! utilizaram
diversas preparacdes de quitosana para imobilizar a lipase Candida
antarctica B e a estabilidade térmica dos derivados imobilizados a
60 °C por 21 horas apresentaram uma atividade residual em torno de
40 %. Na temperatura de 80 °C a enzima imobilizada manteve mais
de 50 % de sua atividade inicial.

Nesse sentido, dentro do escopo deste trabalho, pode-se verificar
que e metodologia de imobiliza¢do proposta apresenta viabilidade
técnica, tendo em vista o aumento consideravel da estabilidade do
derivado enzimdatico em comparacdo a enzima livre, quando subme-
tida a temperaturas elevadas.

O derivado enzimatico demonstrou atividade residual de 50%
apos 30 dias de estocagem em geladeira (4 °C). Nesta mesma tem-
peratura, o extrato imobilizado perdeu completamente sua atividade
hidrolitica apds 45 dias de armazenamento.

Caracterizacdo das nanoparticulas de PHBYV e do derivado
enzimatico

A precipitag@o do polimero PHBV em di6xido de carbono super-
critico utilizando a técnica SEDS resultou na formag¢ao de nanofibras
de 5 a7 um de largura (Figura 1 (A)) e apds a imobiliza¢do ocorreu
um aumento na espessura das nanofibras para valores entre 7 a 10 um
(Figura 1 (B)). As micrografias demonstram existéncia de similaridade
morfoldgica. As enzimas imobilizadas possuem maior tamanho de
particula, este fato estd relacionado com as pequenas aglomeracdes
formadas durante a imobilizagdo.**

A cristalinidade das nanofibras foi avaliada pela andlise de
DRX. Os difratogramas do suporte e do derivado imobilizado sdo
apresentados nas Figuras 2 (A) e (B), respectivamente. Os difrato-
gramas para ambas as amostras exibem reflexdes intensas e definidas
indicando que o material possui estrutura cristalina. Os compostos
cristalinos apresentam estrutura organizada e, consequentemente,
uma superficie mais uniforme. Comparando as figuras observa-se
0 mesmo comportamento, ou seja, aparecem 0S mesmos planos
cristalinos (mesmas reflexdes). Este resultado era esperado tendo
em vista que a imobilizacdo ocorre com uma enzima soldvel, sua
estrutura permanece praticamente inalterada. Perfis de difragdo
similares para PHBV puro foram encontrados por Senhorini et al.,”
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trabalho no qual o difratograma deste composto apresentou valores
de 20 correspondentes aos planos cristalinos na faixa de 13 a 30°.

) (B)

Figura 1. Micrografias das nanoparticulas de PHBV (A) e do derivado
imobilizado (B)
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Figura 2. Difratograma de raio X das nanoparticulas de PHBV (A) e do
derivado imobilizado (B)
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A Figura 3 apresenta os espectros de infravermelho dos materiais,
onde se pode observar as mesmas bandas nos dois espectros, indican-
do que a estrutura da nanofibra néo foi modificada com a imobilizacio
da enzima. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos pelas
andlises de DRX e MEV. Nos espectros observa-se banda a ~1701
cm’! devido ao estiramento da ligagdo —C=0, bandas caracteristicas
de 1200 cm™ a ~1000 cm! relacionadas ao estiramento —C-O-C- e
bandas a 1455 cm! e 1382 cm!, caracteristicas do estiramento angular
assimétrico —CH.
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Figura 3. Espectros no infravermelho dos materiais (a) antes (b) depois da
incorporagdo da enzima

A Figura 4 apresenta os resultados da andlise termogravimétrica
das amostras antes e apds a incorporacdo da enzima. Observa-se desta
figura que os materiais possuem uma grande estabilidade térmica
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Figura 4. Curvas TG/DTG (A) antes e (B) depois da incorporagdo da enzima
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(~ 297 °C) e que a esta temperatura ocorre uma degradacdo total do
polimero com perda total de massa. Esta perda ocorre um uma tinica
etapa, a temperatura de ~ 297 °C e € associada a um evento exotérmico.
Este comportamento sugere que nenhuma alteracio nas propriedades
térmicas ocorre em fun¢@o da imobilizacdo da enzima nas nanofibras.

Os resultados de caracterizag@io contribuem para mostrar que as
propriedades estruturais, quimicas e térmicas ndo sdo modificadas
apds o processo de imobiliza¢do da enzima. Uma tendéncia de
aumento da largura das nanofibras € observado apds o processo de
imobiliza¢do. Um fato relevante € que a morfologia das nanoparticulas
€ de nanofibra, estrutura interessante para empregos destes materiais
como suporte para a imobiliza¢do de enzimas, uma vez que o en-
trelagcamento das fibras pode proporcionar uma maior estabilidade
mecanica ao material imobilizado.

Aplicacio do derivado enzimatico na esterificacio de geraniol
e acido oleico

Em relac@o a estabilidade operacional da lipase Candida an-
tarctica B em PHBYV, estes biocatalisadores foram testados por 4
ciclos nos quais foi possivel constatar que os mesmos mantiveram
sua atividade inicial inalterada (atividade inicial do primeiro ciclo
de 0,33 U/g, atividade residual de 100%).

A aplicacao da lipase na catalise de reagdes para esterificagdo de
geraniol e 4cido oleico em sistema livre de solvente organico apresen-
tou 88% de conversio, resultado similar ao obtido por Paroul et al.,”*
que obtiveram 93% de conversdo utilizando uma lipase imobilizada
comercial (Novozym 435).

CONCLUSOES

Avaliando os resultados concernentes a atividade do imobilizado
e percentual de adsor¢do, foi possivel concluir que o melhor tempo
e pH de imobilizacdo foram 120 min e 7, respectivamente. A lipase
CalB imobilizada em PHBV possui relativa boa estabilidade a tem-
peraturas mais elevadas comparada com a enzima livre. Apesar da
atividade hidrolitica do imobilizado ser baixa, este derivado apre-
sentou boa estabilidade nas temperaturas de 60 e 80 °C mantendo
mais de 50% de sua atividade inicial apds 21 horas de exposigao.
Comparando a estabilidade da enzima livre em relacdo a enzima
imobilizada, observa-se que nas temperaturas mais elevadas a enzima
livre apresenta rapida desnaturag@o, o que ndo ocorre com a enzima
imobilizada em nanoparticulas de PHBV. Portanto, € possivel concluir
que a imobilizagdo utilizando este suporte biodegraddvel apresenta
uma nova rota, promissora, para imobilizacio da lipase CalB.
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