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RESUMO - A imobilizacdo de enzimas permite obter um Hialesador com atividade e estabilidade que néo

sejam afetadas durante o processo, em comparati&ofarma livre, o que possibilita uma operacadioaa do

processo e facilita o controle e separacéo do podihal. Entre as técnicas de imobilizacéo utiias, destaca-

se a imobilizac&o de enzimas pela técnica de $ptige consiste em reter a enzima no interior daizmau em

sua superficie a fim de conferir estabilidade meeda bioquimica superior as técnicas convenciofasem,

esta técnica apresenta alguns inconvenientes dusaptapa de formacao do gel. A enzima pode pseler

potencial catalitico e estabilidade, desta manefia, utilizados aditivos a fim de minimizar estésites. O

emprego de macromoléculas como o polietilenogli®EG) aumenta a potencialidade do processo de

imobilizacdo. O objetivo deste trabalho foi avaliainfluéncia da massa de enzima e de aditivo ésqée ao

rendimento do suporte imobilizado da enzima ligameum planejamento fatorial completocdm repeticdo no

ponto central. Os resultados demostram que o usalitieo PEG 1500 influencia no aumento da ativdlde

esterificacdo da enzima lipase e consequentementenalimento do imobilizado. Os melhores resultadi®s

rendimento (111,35 e 184,09 %) foram obtidos n@esrmentos em que foi utilizada a menor massa dienan

(0,05 g) com e sem o uso de aditivo, onde conseguoremte houve um ganho no rendimento no suporte

imobilizado quando adicionado aditivo.

Palavras-chave Lipase, sol-gel, aditivo, imobilizagao.

1 INTRODUCAO

Lipases sdo enzimas de grande interesse devideuapatencial industrial. Essas enzimas, na forma

livre, podem ser usadas apenas uma vez em solagdsa além de apresentarem elevado custo comeXcial

imobilizagédo pode auxiliar nesse aspecto, pois fermsua reutilizagdo, facilidade na separac¢éprdduto da

reacdo, uso em batelada e estabilidade mecanicacéée armazenagem (ZANIN e MORAES, 2004).
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Dentre as técnicas de imobilizagdo de enzimascapsulamento obtido pela técnica sol-gel tem sido
explorado e é indiscutivelmente a técnica maiszatia para preparo de uma matriz hibrida, na qemzana
fica retida no interior da matriz e forma um reléclo tridimensional (gel). Pode estar localizadaungerficie do
suporte, no seu intersticio e totalmente encapaulde forma a torna-la insoltveis em agua (JOSRADD,
2005; SOARES et al., 2006; KIM et al., 2006).

A técnica sol-gel apresenta algumas desvantagezwrdates do processo de encapsulamento, uma
destas, trata-se do acesso do substrato ao sitdodat enzima imobilizada, que pode ser atribuidsstautura
porosa, bem como a inativacao ou desnaturacdozitagnJma alternativa para se contornar estas degyens
durante o processo de imobilizagdo é a utilizaghadiltivos. Os aditivos influenciam positivamentaumnento
da atividade e da estabilidade de enzimas imob#igapois protegem a enzima contra a inativacaantkira
etapa de encapsulamento, a reten¢éo da camadaaladgedor do biocatalisador e aos efeitos diaptrs das
moléculas da enzima (SOUZA, 2012).

O objetivo do trabalho foi estudar a influéncia assa (g) de enzima e aditivo no rendimento do

suporte imobilizado da enzima lipaseGkndida antarcticaB (CALB) pela técnica de sol-gel.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

A enzima utilizada foi a lipase deandida antarcticaB (Novozyme NZL-102-LYO-HQ) adquirida na
forma liofilizada da empresa Novozymes Latin Amarid¢da. Para a imobilizagédo foram utilizados alastflico

PA, tetraetilortosilicato, polietilenoglicol, acidwomidrico e hidroxido de amdnio.

2.2 Métodos

Imobilizacao

A lipase deCandida antarcticaB (CALB) foi imobilizada de acordo com o métodasdéto por Soares
et al. (2006), com modificagbes. Em um béquer aedmi-se 5 mL de tetraetilortosilicato (TEOS) dis&tis
em 5 mL de élcool etilico absoluto e 1,61 mL agaestithda em uma propor¢do molar de (1:4:4). A mastu
ficou sob agitagdo por 90 min, 40 °C, 180 rpm. Emgusda, foram adicionados 3 gotas de acido brooddri
solucdo enzimatica e solucdo do aditivo PEG 15@@sAforam adicionados 1,75 mL da solucao hidnoléesa
(0,25 mL de hidréxido de amonia dissolvidos emril5de alcool etilico). A mistura foi mantida em digbes
estaticas por 24 h para a completa condensacaoicquifosteriormente, o suporte foi condicionado em
dessecador a vacuo por 24 h para completa secédgeém.a secagem, o suporte foi armazenado em nefcige

(aproximadamente 4 °C) para 0s posteriores testes.
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Determinacao da atividade de esterificacdo

A atividade de esterificacdo da lipase imobilizémladeterminada pela capacidade de sintese doooleat
de etila realizada através da reacéo do acidoooteietanol (razdo molar 1:1). Esta foi iniciadaapailicdo da
enzima imobilizada (0,1 g de suporte) ao meio eadi A reacdo foi conduzida a 40 °C, durante 40, ®mm
frascos de vidro fechados, mantidos em agitadatabd 160 rpm. Aliquotas de 5@ foram retiradas do meio
reacional em triplicata. A cada amostra foram adigdos 15 mL de uma solucéo de acetona-etanol ({d14)
para paralisar a reacdo (FERRAZ et al., 2012 cosneagdes). A quantidade de acido consumido fordétado
por titulacdo com NaOH 0,05 M.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os ensaios realizados noimgeo obtidos para os diferentes valores de massas
de enzima e aditivo PEG 1500 testadas no Planejanfeatorial Completo 2 bem como as variaveis

codificadas (X e X,) e as respostas obtidas na imobilizacéo.

Tabela 1-Matriz de experimentos do Planejamentor&iCompleto 2 com trés pontos centrais e os resultados
obtidos da imobilizacdo da enzima lipaseddmdida antarcticaB (CALB) pela técnica de sol-gel

Experimento Xy X5 Al PS AAl ATS RI
1 -1 (0,05) -1 (0) 194,42 2,74 478,13 532,38 111,35
2 +1(0,25) -1 (0) 199,77 5,04 2390,63 1007,25 32,1
3 -1(0,05) +1(0,05) 214,49 4,10 478,13 880,18 184,09
4 +1(0,25) +1(0,05) 252,19 6,56 2390,63 1655,97 69,27
5 0(0,15) 0(0,025) 264,73 4,32 1434,38 1143,91 79,75
6 0(0,15) 0(0,025) 257,25 4,19 1434,38 1079,19 75,24
7 0(0,15) 0(0,025) 286,85 3,76 1434,38 1077,41 75,11

X1 massa de enzima (g)pXmassa de aditivo (g); Al: Atividade do suporteobitizado (U/g de suporte); PS:
Peso do suporte imobilizado (g); AAl: Atividade @idhada na imobilizacdo (U/g); ATS: Atividade totid
suporte (U/g); RI: Rendimento do imobilizado (%).

Pode-se observar que os maiores valores de rengipmeais de 100 %, foram encontrados nos ensaios
1 e 3. Nestes ensaios foi utilizada a massa migien@nzima (0,05 g) e variou-se a massa do adi@vo.
rendimento dos ensaios com a massa maxima de ef2ima) apresentaram valores menores de rendimento
guando comparados com os ensaios 1 e 3. Os paritais dos experimentos tiveram rendimento erdrgl/e
79,75 % de rendimento. Comportamento semelhanteldscrito por Soares et al. (2003) em que a lipase
microbiana deCandida rugosd&oi imobilizada em silica de porosidade controladan o uso do aditivo PEG
1500 e obtiveram rendimentos de 59,5 e 41,9 % ca&re 0,3 g de enzima respectivamente.

O uso de aditivo aumentou o rendimento dos suportesilizados em todos os ensaios. Com base nos

resultados obtidos a utilizag@o do aditivo PEG aume rendimento de imobilizagdo e aumenta a atilédde
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esterificacdo da enzima. Os valores de rendimeatondbilizagdo dos experimentos 1 e 3 sdo supsriaos
encontrados na literatura. Bayramoglu et al. (2@04)m et al. (2003), imobilizaram amilase com riemehtos
menores de 80%em seus trabalhos. Day et al. (20033eguiram um rendimento de imobilizag&adenilase
em alginato de sodio em torno de 75 %. Pereigh ¢€2003) imobilizaram lipases em quitosana eveléim um

rendimento inferior a 17 %.

Tabela 2- Analise de variancia dos resultados obtidravés dos experimentos do Planejamento Hatoria

Completo 2
For_lte gle Soma dos (_Braus de Qua}dr_ado Valor F _ l\_li_vgl d_e
variagdo quadrados liberdade médio Significancia (p)
X1 5,679642 1 5,679642  26,50700 0,014203
X, 2,087447 1 2,087447 9,74216 0,052421
X1.X; 0,006320 1 0,006320 0,02950 0,874569
Residuos  0,642809 3 0,214270

SSQ Total  8,416218 6
X massa enzima (g);-§nassa PEG

A andlise de variancia (Tabela 2) e o coeficiemaldterminacédo do modelo?#®,9236) representam
bem o procedimento de imobilizacdo. Apenas a varidassa de enzima mostrou-se significativa ad dev85
% de confianga, enquanto o efeito massa de adia® 1500 foi significativo ao nivel de 90 % de canfa e a
interacdo entre aditivo ndo foi significativo paréaixa experimental avaliada.

A Tabela 3 apresenta os efeitos estimados dasve@iano rendimento da imobilizagdo nos
experimentos do Planejamento Fatorial ComplétdP®de-se observar que a variavel enzima apreségita
negativo, o que confirma os resultados da Tabelsalqual h4 uma reducdo do rendimento de imobdizac
quando a concentragdo da lipase foi aumentadaveébminimo (0,05 g) para o nivel maximo (0,25 gladivo
PEG 1500 tem efeito positivo, ou seja, com o aumel® sua massa ocorre o aumento do rendimento do
imobilizado. Este comportamento foi similar aosatatlos por Soares et al. (2003) onde a variacénadaa de
enzima apresentou uma reducdo do rendimento alglinagdo quando a concentragéo da lipase foi atada

do nivel minimo (0,1 g) para o nivel maximo (0,Zghfirmando o efeito negativo da massa de enzima.

Tabela 3- Efeitos estimados das variaveis nos megmtios dos suportes imobilizados nos experimentos d

Planejamento Fatorial Completa 2

Fonte de variacdo  Efeitos estimados P

Média 90,9915 0,0011
X1 -92,0172 0,0169
X2 49,9397 0,0787

X1.X2 -22,8035 0,3168

1Xmassa enzima (g);.#nassa PEG
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A Figura 1 apresenta a superficie de resposta @i@as de contorno as quais permitem analisar a
influéncia dos fatores massa de enzima e de aditivo

Figura 1- Superficie de resposta das varidveiseso peco do suporte imobilizado nos experimentos do

Planejamento Fatorial Complet 2

(o) ORI

A superficie de resposta apresenta o comportantientmobilizacdo em relacdo ao rendimento. Pode-
se observar que os pontos 6timos de rendiment;m#ace-se em valores minimos de massa de enzimaesya
maiores de aditivo PEG 1500. Com base nas carstatad da lipase e em estudos reportados na litarpbr
Soares et al. (2003) e Carvalho (2011), os reswdtathtidos neste trabalho evidenciam o efeito giztatite do
aditivo PEG. Isto indica que o aumento da atividadensequentemente do rendimento da imobilizagéie-se

a provavel protecdo da enzima contra a agregacatesnaturacdo devido a presenca de silanos utkzad
formacao da matriz silica.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demostram que o uso de @G 1500 influencia no aumento da atividade de
esterificacdo da enzima lipase e consequentememendimento do imobilizado. A massa de enzimayjass
efeito negativo na imobilizacdo o que indica quarguades menores de lipase utilizada na imob#iaac
auxiliam no aumento do rendimento da enzima imzdolla. Cabe ressaltar, que na técnica de imobibzaca

utilizada neste trabalho foram obtidos valoreseselimento superiores aos descritos na literatura.
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