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RESUMO

Os processos que utilizam lipase sao atraentesag@d das suas diferentes aplicagdes. Porém, suas
aplicacdes séo limitadas pela baixa estabilidadel@mgo prazo e a dificuldade em recupera-las apés
seu uso. A técnica para imobilizar enzima é comtaecomo eficiente maneira de resolver estes
problemas. A imobilizacdo de enzimas em matrizéislasbpelo processo sol-gel € vantajosa, pois,
preserva a atividade enzimatica e evita a suailixi&o. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi
determinar a concentracdo das variaveis enzimaj\are dgua na imobilizacdo da lipase comercial
CALB. A enzima foi imobilizada em xerogel obtidtafgécnica sol-gel, com o uso de TMOS como
precursor da silica. A otimizac&o do processo debilizacao foi realizada por um DCCR @ompleto.

O Fearculado (22,67) apresentou-se maior do quewddado(3,68), 0 que validou o modelo proposto. Apos
0 estudo estatistico, fez-se a avaliacdo da atdédaperacional da enzima onde obteve-se 21 reciclos
com aproximadamente 50% de atividade residual daneimobilizada.

Palavras-chave: Atividade de esterificacao, planejdgo de experimentos, reciclos.
INTRODUCAO

As aplicacbes industriais de lipases séo frequesttamlimitadas pela falta de
estabilidade operacional, de armazenamento em lprnggo e a dificuldade existente em
recupera-las apos seu uso. A técnica de imobilizagidbnhecida como uma eficiente maneira
de resolver estes problemas e pode fornecer a anmuitas vantagens como o aumento da
atividade enzimatica, maior estabilidade e posddile de reutilizacdo (Garcia-Galan et al.,
2011).

Dentre as técnicas de imobilizagdo utilizadas,adasse a imobilizacdo de enzimas em
matrizes sol-gel, que consiste em reter a moléalda no interior da matriz ou em sua
superficie, o que confere estabilidade mecanidageibmica superior as técnicas convencionais
(Souza, 2013). O tetraetilortosilicato (TEOS) e etrametilortosilicato (TMOS) sao os
precursores mais utilizados para sintetizar sd&a© uso de polietilenoglicol (PEG) como
aditivo na imobilizacdo enzimatica concede melhstribuicdo da lipase na superficie do
suporte, 0 que permite um melhor contato entréeafate agua/dleo, e favorece uma condicao
necessaria para a expressao da atividade hidaati¢idipase imobilizada (Soares et al., 2001).
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Vale salientar que os aditivos ndo ativam a enziema,vez disto, apresentam um efeito
estabilizante que previne a desnaturacéo devidmgracdo com o suporte (Villeneuve et al.,
2000). Neste sentido, o objetivo do trabalho fali@r a eficiéncia de imobilizacdo da enzima
lipase deCandida antarcticaB (CALB) em xerogel, utilizando TMOS como precurs
otimizar o processo de imobilizacéo utilizando wré@saveis: massa total de agua, concentracao
de enzima e aditivo, além do estudo de eficiéngiativyidade operacional (reciclos) da enzima
imobilizada visando posterior aplicacéo.

MATERIAL E METODOS

Processo de imobilizacao
A metodologia utilizada para a preparacédo dos sepdoi adaptada da descrita por

Macario et al. (2009). Os suportes foram preparagwsbilizando CTMABr em agua
(diferentes concentracdes), solucdo enzimatichug@wmdo aditivo. Essa solucao foi submetida
por 1 h sob agitacdo em agitador orbital (shaket@§mperatura ambiente. Apos este periodo,
foi adicionado TMOS e etanolamina. Posteriormeatseplucéo foi novamente submetida a
agitacao, em agitador orbital (shaker), por umqueride 24 h para completar a secagem do
biocatalisador imobilizado.

Delineamento experimental

Para a otimizacéo do processo de imobilizacao aé se obter a maxima atividade de
esterificacdo, um delineamento composto centratiamal (DCCR) 2completo foi realizado,
com 4 pontos fatoriais, 4 pontos axiais e trésgmoéntrais. Os niveis das variaveis foram de
0,05 a 0,66 g/mL para a concentracdo da enzim@,0éea 0,23 g/mL, para a concentracao de
aditivo e 9,96 a 20 mL para o volume de agua (amel total de agua foi formado pela agua
adicionada, solug¢do enzimatica e a solugdo dovadeG 1500.

Eficiéncia da atividade operacional (reciclos)

A eficiéncia da estabilidade operacional (reutgé&a) de lipase imobilizada situem
xerogel foi determinada por emprego de uma quadgidiefinida de xerogel imobilizada em
sucessivos ciclos de sintese de oleato de etiloalFet al., 2012) (descrito acima). Depois de
cada batelada, as amostras foram removidas dodee®acao, lavou-se com agua destilada e
adicionou-se uma nova solucédo de acido oleico moktA atividade residual (AR) de cada

ciclo foi calculada tal como apresentado na Equacéo
AR (%) Atividadede esterificagdo reuson X100

" Atividadede esterificacio reuson 1 ( 1)

RESULTADOS E DISCUSSOES

Delineamento experimental

O estudo estatistico mostrou que a maior atividbesterificacdo foi observada no
ponto central, no qual as concentracdes das vasiagaa, enzima e aditivo na imobilizacao da
lipase foram 15 mL, 0,36 g/mL e 0,15 g/mL, respeatiente. Os resultados obtidos nos
experimentos foram tratados estatisticamente, edeha foi validado pela analise de variancia,
na qual se obteve um coeficiente de correlac8odR0,9668 e 0diculado(22,67) maior do que
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0 Rabelado(3,68). O que permitiu, desta forma, a construiggsuperficie de resposta apresentada
na Figura 1.

Figura 1. Superficie de resposta da influénciacteentracdo de agua, enzima e
aditivo na sintese de oleato de etila da CALB irimdnia a partir do DCCR
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A partir dos resultados do coeficiente de regressiteve-se 0 modelo matematico
(Equacgédo 2), na qual todas variaveis lineares drgtisas bem como a interacéo entre elas
foram significativas e apresentaram p<0,05.

Y = 12.667X; — 81.207X% + 23.204X, — 52.460X3 + 11.253X; — 76.273X3 (2)

+ 5.716X1X2 - 3.576X1X3 + 1.551X2X3 + 392.126

Eficiéncia da atividade operacional (reuso)

A capacidade de reutilizacao (reuso) constitui emdos parametros mais importantes
para avaliar a viabilidade econdmica e aplicac#8oastrial de biocatalisadores imobilizados;
melhoria na estabilidade operacional podem tornaiiaacdo de enzimas imobilizadas mais

vantajosas que a sua respectiva forma solUvelefidtados para os reusos sao apresentados
na Figura 2.

Figura 2. Atividade de esterificacao residual dods da estabilidade operacional
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Observa-se que a amostra com aditivo de PEG, depoil ciclos de reutilizacéo,
aproximadamente 50% da sua atividade inicial peeteun e, 12 ciclos superiores a 50% foram
obtidas para imobilizado na auséncia de PEG. Estdtado mostrou que a estrutura de poros
de superficie e propriedades do transportadoitiricalo devido a adicdo de PEG, o que resulta
num ambiente enriquecido catélise de lipase. Nealitira, também foi relatado que a utilizacao
de PEG pode reduzir a lixiviagdo da enzima quatidimados em diferentes reatores.

CONCLUSOES

Os resultados do trabalho de imobilizagcéo da liga2sEB em sol-gel formado com o
precursor silano tetrametilortosilicato, demonstmague este, em conjunto com o aditivo PEG,
sdo eficientes na imobilizacdo quanto a preservdgdatividade catalitica da enzima. Foi
possivel, pelo DCCR obter valores de massa de&goacentracdo de enzima e PEG 6timos
para a obtencdo da méxima atividade de esterificdgd&nzima imobilizada. A imobilizagédo
posterior comprovou a eficiéncia do método DCCHRzatilo para determinar os valores das
variaveis estudadas. Além disso, com os parameéfisdos, tornou possivel a realizacdo do
estudo para avaliacdo da eficiéncia deste sum®tElo este a estabilidade operacional, onde
se teve um resultado promissor para uma futuraagélo do referido suporte.
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