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RESUMO

A imobilizacdo de enzimas permite obter um biotsadbr com atividade e estabilidade que
ndo sejam afetadas durante o processo, em comparacsua forma livre, o que possibilita uma
operacdo continua do processo, e facilita o cometrel separacdo do produto final. Objetivou-se
determinar a concentracdo de enzima e aditivo nabitizacdo da lipase CALB para a obtencédo da
maxima atividade de esterificacdo (AE) na sinteseléato de etila com o uso da metodologia de
superficie de resposta e estudar a estabilidaderagpenal. A otimizagdo da concentracdo das
variaveis na imobilizacédo foi realizada através wi@ Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR). O modelo de regresséo apresentou uma emdelde 0,956 com os dados experimentais. O
F calculado (21,93) apresentou-se maior que o felado (5,05) o que validou o modelo proposto. O
ponto otimizado apresentou melhor estabilidade agienal a 40°C com 10 reusos, considerando
uma atividade residual de 50%.
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INTRODUCAO

A enzima lipase CALB € um excelente catalisadoa parios tipos de reagfes, dentre
elas, a esterificagdo. Um dos principais problemas utilizar enzimas livres em meios
organicos é por serem soluveis, flexiveis, cormuasta catalitica ordenada, delicada e fragil.
Para isso e necessario utiliza-la na forma imailz pois aumentam o nimero de moléculas
por unidade de area e, consequentemente a um audanpropriedades cinéticas, eficiéncia
de reacéao, reutilizacdo (Ozyilmaz e Gezer, 2010).

A imobilizacdo de enzimas em suportes solidos tielm amplamente empregada para
proteger e obter estabilidade da amostra enzimdiicnte o processo catalisado pela mesma.
Dentre as técnicas de imobilizacdo de enzimascapsnlamento obtido pela técnica sol-gel
tem sido explorado e € indiscutivelmente a técme#s utilizada para preparo de uma matriz
hibrida, na qual a enzima fica retida no interia thatriz e forma um reticulado
tridimensional (gel) (Jose e Prado, 2005; Soarak,£2006; Kim et al., 2006).
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A técnica sol-gel apresenta algumas desvantagenerrdetes do processo de
encapsulamento, uma destas, trata-se do acessabdtratp ao sitio ativo da enzima
imobilizada, que pode ser atribuido a estruturaogmr bem como a inativacdo ou
desnaturacdo da enzima. Uma alternativa para s®roan estas desvantagens durante o
processo de imobilizacao € a utilizacdo de adit{@aares et al., 2006).

Os aditivos influenciam no aumento da atividade ae edtabilidade de enzimas
imobilizadas, pois protegem a enzima contra avaafio durante a etapa de encapsulamento,
a retencdo da camada de agua ao redor do bioadtali® aos efeitos dispersantes das
moléculas da enzima (Souza, 2012).

Neste sentido, 0 objetivo do trabalho foi otimiagrrocesso de imobilizacao da lipase
CALB em xerogel para a obtencdo da maxima atividaesterificacdo (AE) na sintese de
oleato de etila com o uso da metodologia de superfie resposta e estudar a estabilidade
térmica do xerogel otimizado.

MATERIAL E METODOS

Otimizacédo do processo de imobilizacao da lipase CR pela técnica de sol-gel

A lipase CALB foi imobilizada de acordo com Ficargtaal., (2015). O percursor da
silica tetraetilortosilicato foi dissolvido em atdaetilico absoluto, apds, foram adicionados o
catalisador e a agua destilada. A mistura ficouagtacao por 90 minutos, 40 °C, 180 rpm.
Apoés, adicionou-se a solucdo enzimatica e o aditpaietilenoglicol (conforme o
planejamento), e a solucao hidrolisante. A mistaranantida em condi¢cfes estéticas por 24
horas para completar a condensacao quimica. Aposohdicionada em dessecador sob
vacuo por mais 24 horas para a completa secageds. #pecagem, o suporte foi armazenado
para 0s posteriores testes.

Tabela 1. Planejamento experimental para otimizdggarocesso de imobilizacao

Variaveis -1,41 -1 0 +1 +1.,41
Enzima (g) 0,03 0,05 0,10 0,15 0,17
Aditivo (g) 0,06 0,10 0,20 0,30 0,34

Determinacéo da atividade de esterificagao

A atividade de esterificacdo da lipase imobilizéaladeterminada pela capacidade de
sintese do oleato de etila realizada através dgioedo acido oleico e etanol (razdo molar
1:1). Esta reacdo foi iniciada pela adicdo da eazimobilizada (0,1 g de suporte) ao meio
reacional e a reacdo foi conduzida a 40 °C, 160, on min. A quantidade de &cido
consumido foi determinado por titulagdo com NaOBbM (Ferraz et al., 2012).

Andlise estatistica

Os resultados da atividade de esterificagdo obtidos planejamentos foram
analisados através de Analise de Variancia e M&ig@ode Superficie de Resposta com o
uso do médulo Experimental Design do Software Ste# 8.0.

2.6. Efeito da temperatura na estabilidade operaci@l (reuso) na reagao de esterificacao
A estabilidade operacional foi determinada em resgle esterificacdo, em regime de
bateladas consecutivas com a reutilizagdo dos &mragimizados. Neste estudo, empregou-
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se em todas as bateladas a mesma massa de xemobédizado (0,1 g). Foram realizadas
bateladas de 40 min, em diferentes temperaturade 60 °C) e agitacdo de 160 rpm. Apos
cada batelada, o meio reacional (fase liquidajefimiovido, mantendo a fase solida (xerogel
imobilizado).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Otimizag&o do processo de imobilizacéo da lipase CB pela técnica de sol-gel

Para a analise de variancia dos resultados dedadiwi de esterificacdo da lipase
imobilizada obtidos no DCCR, verifica-se que a sra&ie aditivo apresentaram efeitos
lineares e quadraticos significativos negativos@5). Este efeito comprova os resultados
da Tabela 1, que indica que o0 aumento destas e@&@iaurresponde a reducéo da atividade de
esterificacdo. Este comportamento foi similar adatados por Soares et al. (2003) onde a
variacdo da massa de enzima apresentou uma redogadadimento de imobilizagcdo quando
a concentracao da lipase foi aumentada do nivehmif0,1 g) para o nivel maximo (0,3 g)
confirmando o efeito negativo da massa de enzimao@elo (Equacéo 1) foi validado pela
analise de variancia na qual se obteve um coefei@ga correlacdo de 0,956 e o F calculado
(21,93) foi maior do que o F tabelado (5,05)

AE =1077,97-162,67 %312,81 %>-184,66 %-175,85 %*-111,69 X.X> Equacéo 1

Os calculos da otimizagdo da imobilizagdo pela eottacdo de enzima e aditivo
otimos para obtencdo da maxima atividade de dstg@o foram realizados igualando-se a
primeira derivada da atividade em funcdo da conaefid de enzima e aditivo a zero. As
maximas atividades de esterificacdo na imobilizaipiam obtidas no nivel -0,176 para a
concentracdo de enzima e -0,469 para a concentdacaditivo, correspondendo a valores de
0,09 e 0,15 g de enzima e aditivo, respectivamente.

Efeito da temperatura na estabilidade operacionalréuso) na reacéo de esterificacao
A Figura 1 apresenta a estabilidade operacionaledogel imobilizado em diferentes
temperaturas reacionais para a sintese de oleatdale
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Observa-se na Figura 1 que os reciclos foram rddszconforme o aumento da
temperatura, o que indica que a temperatura regcioterfere na estabilidade da enzima
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imobilizada, favorecendo a perda de atividade.gesisivel reutilizar o xerogel nucleofilico
por 10 vezes na temperatura de 40°C, 5 vezes a 8@ Wezes a 60°C. Estes resultados
confirmam os ja estudados pelo grupo para a estadhd térmica desses xerogéis ja descrito
na literatura (Ficanha et al., 2015). Resultadoslaies para a estabilidade operacional aos
obtidos nesse trabalho sé&o observados na literpteaimobilizado em suportes obtidos via
sol-gel.

CONCLUSOES

A metodologia de superficie de resposta permitiatimizacdo das condi¢cdes de
imobilizacéo da lipase com as variaveis concentragdenzima e aditivo para a obtencao das
méximas atividades de esterificacdo. Segundo o DCE&R méaximas atividades de
esterificacdo foram obtidas no ponto central, emcentracdes de enzima e aditivo de 0,1 e
0,2 g respectivamente. As concentracdes de enzaddieo otimizadas preditas pelo modelo
estatistico foram de 0,09 e 0,15 g. A metodologimdom que fosse possivel localizar uma
regido de trabalho desejavel, na qual, ocorreu ugthan desempenho na atividade de
esterificacdo apos a imobilizacao.
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