27° Encontro Anual d.e .Inicjogd.o Cie.nﬂficlcl ( 2 e 3 de outubro de 2018
7° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica Junior -
A

VIABILIDADE DO USO DE POLIDIMETILSILOXANO PARA
IMOBILIZACAO DE LIPASE E PRODUCAO DE ESTERES

Henrique de Oliveira Santos, Amanda Maciel Ticianel, Leonardo Brunelli do
Nascimento, Marcos de Souza (Orientador), e-mail: msouza2@uem.br.

Universidade Estadual de Maringé / Centro de Tecnologia/Maringéa, PR.
Engenharia Quimica/Processos Bioquimicos (30601010)

Palavras-chave:
Polimero, Microfluidica, Intumescimento, Adsorcéo, Imobilizacao.

Resumo

A microfluidica, area muito atrativa e com grandes utilidades no campo de
desenvolvimento, vem sendo estudada e aprimorada a fim de aumentar a
eficacia dos procedimentos quimicos, sendo o PDMS um material promissor
para a construcdo destes dispositivos. O objetivo deste trabalho é a
avaliagdo do nivel de intumescimento do PDMS para diferentes solventes, e
em seguida avaliar a eficacia da utilizacdo do método de imobilizacdo de
enzimas para reacgOes de esterificacdo. Foi encontrado que o PDMS possui
uma boa resisténcia a diversos solventes, mas apresenta uma eficiéncia de
imobilizacdo menor que silicas e outros materiais mais comuns.

Introducao

Com a evolucédo da tecnologia houveram avancos na microfluidica, uma
ciéncia de sistemas que manipulam e estudam pequenas quantidades de
fluidos (WHITESIDES, 2006). Os microrreatores estdo ganhando espagco em
diversos ambientes, pois possuem diversas vantagens, como maior
seletividade e seguranca na realizagdo de reac¢des quimicas, operacdo em
regime continuo, maior controle do tempo de residéncia, rapido transporte de
massa e energia e eficiéncia energética (ELVIRA et al, 2013;
WOHLGEMUTH et al., 2015). Microrreatores podem ser construidos com
diversos materiais, mas o polimero deste trabalho € o polidimetilsiloxano
(PDMS). Para a ocorréncia da reacdo de esterificacéo, € preciso a presenca
de um catalisador, sendo as lipases as enzimas ideais para este caso.
Devido as diversas vantagens apresentadas, este trabalho tem por objetivo a
imobilizacdo enzimatica em reatores de microcanais para producdo de
aromas. Para tal também esta sendo analisado a possibilidade de utilizar a
lipase, uma enzima com alto interesse industrial, devido a sua estabilidade,
seletividade e maior escala de producdo (CARDENAS et al., 2001).

Materiais e métodos

Materiais
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Foi utilizado o silicone Sylgard 184 (PDMS). Os solventes utilizados nos
testes de resisténcia foram (todos de grau P. A.): alcool isopropilico, acetato
de etila, butanol, acido octanoico, metanol, pentan-2-ol, alcool isoamilico,
etanol, glicerol, &cido oleico, triacetina, acido férmico, etileno glicol,
trietanolamina, acido citrico anidro, acido aspartico, acido succinico, acetona
e agua deionizada. Os materiais utilizados na imobilizagcdo foram: agua
oxigenada (35%, 130 volumes, Nuclear), &cido cloridrico (37% P. A., Synth),
3-glicidoxipropiltri-metoxissilano (GPTMS, 98%, Sigma), acido sulfurico (p.
A., Synth), metaperiodato de sodio (P. A. ,Neon) e lipase de Burkholderia
cepacia (Amano Lipase OS, Aldrich).

Métodos

Preparo das Amostras de PDMS: foi realizada uma mistura na proporgéo de
dez partes de mondmero para uma parte de catalisador (m/m). A mistura foi
transferida para uma placa de Petri e colocada na estufa a 60 °C por 2 horas
para a cura do polimero. Posteriormente o PDMS foi cortado em pecas
iIdénticas, com dimensdes de 1 cm x 1 cm x 0,5 cm.

Contato Entre Amostras de PDMS e Solventes: as pecas de PDMS foram
submergidas em béqueres preenchidos com os liquidos em estudo. A massa
de cada amostra foi aferida nos instantes de zero, 1, 2, 6, 12, 24, 48 e 72
horas. Para a pesagem, cada amostra foi retirada do béquer, secada
rapidamente com papel absorvente e entdo pesada na balanca analitica,
para ser retornada posteriormente ao respectivo béquer.

Imobilizacdo da lipase: pedacos de PDMS foram submergidos em uma
solugdo de H,O/H,O,/HCI (5:1:1 %v/v) por 30 minutos; e depois foram
silanizados com solucéo de GPTMS 1% (v/v) durante 6 h sob agitacdo suave
a 60 °C. Para a hidrolise dos grupos epo6xi foi adicionado acido sulfurico 0,1
mol L™ com agitacdo a 60 °C por 2 h; e entdo lavados com &gua e secos em
estufa, a 45 °C. A oxidagdo dos grupos terminais foi realizada com solucao
de NalO4 0,03 mol L™ em temperatura ambiente, durante 2h. A imobilizacdo
foi realizada colocando-se em contato suporte e solu¢cdo enzimatica (1 mL
de enzima e 4 mL de tampéao fosfato), incubados a 20 °C, retirando-se
aliquotas para andlise da quantidade imobilizada de enzima. Como
comparacao a imobilizacdo também foi realizada por adsorcéo simples. Para
avaliar o grau de lixiviamento da lipase, as pecas de PDMS foram colocadas
em banho com agitagéo a temperatura ambiente por 48 horas, calculando-se
a quantidade restante de lipase no suporte.

Resultados e Discusséo

Na Figura 1 estdo apresentados os dados de intumescimento para 0s
alcoois e as tendéncias esperadas foram vistas. Primeiro, quanto maior a
cadeia carbdnica dos alcoois com apenas uma hidroxila, maior € o aumento
de massa da amostra de PDMS, ja que a polaridade diminui com o aumento
da cadeia.
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Figura 1 — Aumento de massa do PDMS para os alcoois.

Da mesma maneira que para o caso dos alcoois, foram testados alguns
acidos carboxilicos, como apresentado na Figura 2. Para os acidos formico,
oleico e octanoico ndo houve uma sequéncia em relacdo ao tamanho da
cadeia. O acido formico promoveu um aumento de massa de apenas 1%,
enguanto que para o acido octanoico este valor foi de 24%.
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Figura 2 — Aumento de massa do PDMS para acidos carboxilicos.
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Figura 3 — Comparacédo da quantidade de lipase imobilizada com os
meétodos de GPTMS e adsorcéo simples em PDMS, com concentracao
inicial de enzima de (@) 3gL" e (b) 10 g L™
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A partir da Figura 3, pode-se inferir que a imobilizacdo da enzima pelo
método do GPTMS é menos vantajosa numa concentracdo alta (10 g L™),
visto que a quantidade de enzima presa as paredes do polimero tende a
manter-se o dobro, sendo j& esperado este resultado para esta situacao. No
primeiro caso, esperava-se que a concentracdo de enzimas imobilizadas
fosse maior pelo método GPTMS, porém devido a utilizagdo de alguns
passos do processo, constatou-se o arraste do material. Isso se da ao fato
da superficie do PDMS ser muito lisa, apresentando uma area superficial de
contato muito pequena, impedindo, quase que completamente, a ligacdo da
enzima a parede, independendo do método utilizado.

Conclusoes

O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade do wuso de
polidimetilsiloxano como suporte enzimatico para reacdes de esterificacao.
Foi encontrado que a maioria das substancias testadas apresentou um valor
de intumescimento abaixo do limite pratico de 20% de aumento da massa.
Além disso, quando comparados o método do GPTMS e adsorcao simples,
constatou-se um arraste do material analisado devido a infima area
superficial que o polimero propicia a imobilizacdo das enzimas na parede,
transformando-se assim, num material de dificil utilizacao.
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