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RESUMO — Os processos que utilizam lipases sdo atraentes em fungao das suas diferentes aplicagdes. Porém,
estas sdo limitadas pela baixa estabilidade operacional e a longo prazo. A técnica de imobilizagdo enzimatica é
conhecida como uma maneira eficiente de contornar tais problemas. A imobilizagdo de enzimas em matrizes
obtidas pela técnica de sol-gel utilizando aditivos é promissora, pois, preserva a atividade enzimética e evita a
sua lixiviagdo. O uso de liquidos ibnicos como aditivo neste processo, € recente, mas Varios trabalhos da
literatura, demonstram a sua eficiéncia até mesmo superior aos aditivos convencionais. Neste contexto o
presente trabalho teve como objetivo imobilizar em suporte inorganico a lipase CALB em xerogel obtido pela
técnica sol-gel empregando como aditivo o liquido idnico brometo de 1-octil-3-metilimidazélio. O
tetraetilortosilicato foi empregado como precursor da silica. Avaliou-se a influéncia da concentracdo de aditivo
liquido i6nico na imobilizagdo. A eficiéncia do processo foi avaliada considerando a atividade de esterificacdo
dos derivados obtido. Os melhores resultados foram encontrados quando foi utilizado a concentragdo de 1% de
liquido idnico com atividade de esterificacdo e rendimento de aproximadamente 500 (U/g) e 600%,
respectivamente.
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1 INTRODUCAO

Lipases sdo enzimas que atuam sobre lipideos e sua principal funcao é catalisar reagdes de esterificagao,
interesterificacdo e hidrolise. Sdo importantes catalisadores que podem ser utilizados em diferentes aplicacdes

devido sua enantio e regioseletividade, na qual possibilita eficientes reacdes com baixa formacgdo de
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subprodutos, tornando-se uma alternativa ambiental e economicamente vidvel comparados aos catalisadores
guimicos convencionais (BARBOSA, 2014).

Os processos industriais utilizam enzimas para diversas aplicacdes, porém algumas vezes se tornam
invidveis, devido alguns fatores como, por exemplo: baixa atividade catalitica, baixa estabilidade operacional,
dificuldade na separacdo da mistura dos reagentes, contaminacéo, entre outros. Além disso, o custo também é
um fator limitante para aplicacdo de enzimas em processos de larga escala (ZARCULA et al., 2009). Uma das
maneiras de reverter esta situagdo, é utilizando a imobilizagdo enzimatica, além do uso de aditivos no processo
de imobilizacdo que tem sido foco de estudo com o objetivo de se obter a estabilidade operacional do
biocatalisador, separacdo dos produtos do meio reacional com maior facilidade, além de melhorar a eficiéncia
catalitica da enzima (WANG & HSIEH, 2008; SABBANI et al., 2006).

A imobilizacdo de enzimas é uma técnica cuja finalidade é estabilizar as biomoléculas fixando-as por
meios quimicos (estabelecido de, no minimo, uma ligagdo covalente entre um grupo funcional do suporte e 0s
residuos terminais de uma enzima, ou entre duas ou mais moléculas de enzima) e fisicos (que ndo envolve
nenhum tipo de ligacdo quimica, somente forgas fisicas) em suportes insollveis inertes a0 meio reacional
(ZANIN e MORAES, 1998; VITOLO, 2001; BARBOSA, 2013).

O uso de aditivos no processo de imobilizacdo sol-gel é relatado na literatura como agentes que
influenciam positivamente o aumento da atividade e da estabilidade de enzimas imobilizadas (HARA et al.,
2010). Essa influéncia esta diretamente associada a protecdo da enzima contra a inativacdo durante a etapa de
encapsulamento, a retencdo da camada de &gua ao redor do biocatalisador e aos efeitos dispersantes das
moléculas da enzima. Dentre os principais aditivos utilizados na imobilizagdo de enzimas, destacam-se a
albumina, alcool polivinilico, polietilenoglicol e, recentemente, o uso de liquidos i6nicos (SOUZA et al., 2013;
ZARCULA et al., 2010; HARA et al., 2010; URSOIU et al 2012; BARBOSA et al., 2014).

2 MATERIAL E METODOS

A enzima utilizada na imobilizacéo foi a lipase Candida antarctica B (Lipozyme) adquirida na forma
liofilizada da empresa Novozymes Latin América Ltda. Para a imobilizagdo foram utilizados alcool etilico PA
(Merck), tetraetilortosilicato (Aldrich), acido bromidrico hidroxido de amdnio (Quimex), liquido idnico brometo
de 1-octil-3-metilimidazélio que foi sintetizado com 1-metilimidazol (Aldrich), 1-bromo-octano (Aldrich),

acetonitrila (Sigma-Aldrich).

2.2 Métodos

A lipase foi imobilizada de Candida antarctica B (CALB) foi imobilizada de acordo com o método
descrito por Ficanha et al. (2015). Em um béquer adicionou-se 5 mL de tetraetilortosilicato (TEOS) dissolvidos
em 5 mL de alcool etilico absoluto e 1,61 mL agua destilada em uma proporcdo molar de (1:4:4) e 3 gotas de

acido bromidrico. A mistura ficou sob agitacdo por 90 min, 40 °C, 180 rpm. A esta solucdo obtida, adicionou-se
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a solucédo enzimatica, e o aditivo liquido i6nico. A mistura foi mantida em condigBes estaticas por 24 h para a
completa condensacdo quimica. Posteriormente, o suporte foi condicionado em dessecador a vacuo por 48 h para
completa secagem. Apds este procedimento foram feitos os testes posteriores.

A atividade de esterificacdo da lipase imobilizada foi determinada pela capacidade de sintese do oleato
de etila realizada através da reacdo do acido oleico e etanol (razdo molar 1:1). Esta reacdo foi iniciada pela
adicdo da enzima imobilizada (0,1 g de suporte) ao meio reacional e a reagdo foi conduzida a 40 °C, 160 rpm, 40
min. A quantidade de acido consumido foi determinado por titulagdo com NaOH 0,05 M (FERRAZ, et al.,
2002).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 1 e 2 apresentam a atividade de esterificacdo e o rendimento, respectivamente, obtidos pela
imobilizacdo em xerogel da lipase Candida antarctica B (CAL B) com o uso de diferentes concentra¢Bes de

liquido i6nico como aditivo.

Figura 1 Atividade de esterificacdo em diferentes concentracdes de liquido i6nico
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Pode-se observar na Figura 1 que os maiores valores de atividade de esterificacdo encontrados foram
nas amostras com 0,5, 0,7 e 1% de concentragdo de LI com atividades de 302, 308 e 520 U, respectivamente,
indicando que bons resultados podem ser encontrados utilizando menores concentracfes de liquido i6nico como

aditivo, e a melhor atividade de esterificacdo encontrada foi na concentragdo de 1% de liquido idnico.
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Figura 2 Rendimento de imobilizacdo em diferentes concentragdes de liquido idnico
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De acordo com a Figura 2, 0 mesmo comportamento pode ser observado em relacéo a concentracdo do
liquido i6nico para o rendimento de imobilizagdo. Os maiores rendimentos de 330, 380 e 620 % foram obtidos
nos ensaios com menores valores de concentracgfes de liquido idnico, 0,5, 0,7, e 1% respectivamente. Neste teste
preliminar foi possivel determinar a melhor concentracdo para o rendimento e para a atividade de esterificacéo
que foi de 1% em relacdo ao liquido ibnico. Em todos os ensaios os rendimentos foram maiores que 100%,
provando que o aditivo atua no processo de imobilizacio, evitando a desnaturacdo da enzima.

A presenca do liquido i6nico como aditivo na imobilizacdo pode atuar da mesma maneira que 0S outros
aditivos descritos na literatura, tais como polivinilalcool (PVA) e o polietilenoglicol (PEG). Durante o processo
de imobilizagdo ou sintese do suporte, possivelmente, o aditivo pode estar modificando a hidrofobicidade do
microambiente, exercendo influéncia no nivel de umidade dentro do suporte (MOHIDEM et al., 2011).

4 CONCLUSAO

O estudo se mostrou eficaz para a imobilizagdo da enzima Candida antarctica B em xorogel obtido pela
técnica sol-gel na presenca do liquido idnico brometo de 1-octilmetilmidazélio como aditivo, na qual as
melhores atividades foram de 302, 308 e 520 U para as concentragfes de liquido iénico 0,5, 0,7 e 1%
respectivamente e um comportamento semelhante foi observado em relagdo ao rendimento também quando
utilizou-se 0,5, 0,7 e 1% de liquido i6nico com valores de 330, 380 e 620 % respectivamente. A maior atividade

encontrada foi na concentracdo de 1 % de aditivo, nos testes preliminares.
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