AN SIMPOSIO DE  1sSN 2236-0409
UPF. \(’ D{ALIMENTOS w9 (ot
Universidade p. 1/4

de Passo Fundo Passo Fundo/RS, 15 e 16 de outubro de 2015

Area: Engenharia de Alimentos

AVALIACAO DA ESTABILIDADE TERMICA E OPERACIONAL APOS A
IMOBILIZACAO DA LIPASE CALB EM XEROGEL OBTIDA PELA TECNICA DE
SOL-GEL

Katarine Levandoski, Aline Ficanha, Angela Antunes, Mateus Bopsin, Rogério Dallago

Marcelo Mignoni*

Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos, Curso de Engenharia de Alimentos, Departamento de Alimentos,
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — URI Campus Erechim, RS

*E-mail: katarinelevandoski@gmail.com

RESUMO - Enzimas sdo biocatalisadores com ampla aplicacdo em diversos tipos de reagdes, como reacdes de
esterificacdo, interesterificacdo, hidrolise entre outras, porém, o custo elevado das enzimas sollveis é um dos
limitadores de sua aplicagdo, pois apds o processo estas sdo descartadas impossibilitando seu reuso e
consequentemente se tornando economicamente inviavel. O objetivo do trabalho foi imobilizar a lipase de
Candida antarctica B em xerogel obtido pela técnica de sol-gel utilizando como aditivo o liquido i6nico brometo
de 1-octil-3-metilimidazolio, e avaliar sua capacidade de estabilidade operacional As analises foram empregadas
através da reacdo de esterificacdo do oleato de etila, na qual enzima imobilizada em xerogel utilizando liquido
ibnico como aditivo pode ser utilizado até 8 vezes, considerando sua atividade residual igual ou superior a 50%.
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1 INTRODUCAO

A lipase é uma enzima que possui uma ampla variedade de aplicacdes e por isso se torna importante
para vérias areas industriais, como por exemplo, na indUstria alimenticia, quimica fina e na industria
farmacéutica, além de catalisar multiplas reacOes tais como esterificacdo, transesterificacdo e hidrdlise. Porém o
uso dessas enzimas na sua forma livre se torna inviavel. Este fato se deve a alguns fatores como a baixa atividade
catalitica, a baixa estabilidade operacional, dificuldade na separacdo da mistura dos reagentes, contaminagéo,
impossibilidade de reuso entre varios outros. As lipases podem ser aplicadas de forma mais eficiente e
econdmica através do processo de imobilizacdo, que melhora a sua atividade e estabilidade térmica e operacional
(SOUZA, 2012; ZARCULA et al., 2010).

Desta forma diversos métodos de imobilizacdo sdo propostos pela literatura, como por exemplo, a
técnica sol-gel, que se destaca por possuir caracteristicas promissoras. A imobilizagdo de enzimas no interior de
matrizes produzidas pelo processo de sol-gel é uma técnica muito vantajosa, pois preserva a atividade enzimatica

e evita a sua lixiviagdo (ALFAYA e KUBOTA, 2002). Contudo, este processo apresenta alguns inconvenientes
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pois durante a etapa de formacé&o do gel, a enzima pode perder sua estabilidade e seu poder catalitico. Com isso é
comum o uso de aditivos a fim de minimizar os efeitos negativos causados pelas interacfes quimicas na
formacéo do suporte. O emprego de liquidos i6nicos como aditivo é recente, mas ja apresenta potencialidade no
processo de imobilizagdo como o aumento da estabilidade operacional da enzima e consequentemente
permitindo o seu reuso (SOARES et al., 2006; SOUZA et al., 2010).

2 MATERIAL E METODOS

A enzima utilizada na imobilizag&o foi a lipase de 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 hidréxido de aménio (Quimex), liquido ibnico 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 solucédo obtida, adicionou-se
a solucdo enzimaética, e o aditivo liquido i6nico. A mistura foi mantida em condicGes estaticas por 24 h para a
completa condensagdo 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 reagdo do éacido 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 reacéo foi conduzida a 40 °C, 160 rpm, 40
min. A quantidade de &cido consumido foi determinado por titulagdo com NaOH 0,05 M (FERRAZ et al. (2012).

2.2.1 Estabilidade Operacional

A estabilidade operacional dos xerogeéis imobilizados com liquido idnico e dos xerogéis imobilizados
sem o uso de liquido ibnico, foi determinada em reagdes de esterificacdo (&cido oleico e etanol, na razdo molar
de 1:1) em regime de bateladas consecutivas com a reutilizacdo dos xerogéis imobilizados. Neste estudo,
empregou-se em todas as bateladas a mesma massa de xerogel imobilizado (0,1 g). Foram realizadas bateladas
de 40 min, na temperatura de 40 °C e agitacdo de 160 rpm (FICANHA, et al. 2015). Apds cada batelada, 0 meio

reacional (fase liquida) foi removido com o auxilio de uma pipeta, mantendo a fase sélida (xerogel imobilizado).
3 RESULTADOS E DISCUSSAO



A
NUPF

Universidade
de Passo Fundo

SIMPOSIO DE  1ssN 2236-0409
ALIMENTOS 259

Passo Fundo/RS, 15 e 16 de outubro de 2015

A Figura 1 apresenta a estabilidade operacional do reuso do xerogel imobilizado com liquido iénico que

foi determinada empregando a reacdo de esterificacdo do oleato de etila.

Figura 1 Atividade de esterificacio residual da estabilidade operacional
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Observa-se na Figura 1 que foi possivel utilizar a enzima imobilizada em xerogel utilizando liquido
ibnico como aditivo por até 8 vezes, considerando a atividade residual igual ou maior que 50%.

Maury et al. (2005) e Orgaire et al. (2006) observaram que na imobilizacdo por encapsulagdo da lipase
em suportes aerogéis foi encontrado um aumento relativamente alto na segunda reutilizagdo, no valor de 75%,
guando comparado com a primeira, € que a atividade catalitica da enzima decresce para aproximadamente 60%

apos 11 reusos.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho se demonstraram bastante satisfatorios provando que o
processo de imobilizagdo proporciona um aumento na estabilidade operacional em relacdo a enzima livre. Os
resultados demonstram também o efeito positivo do liquido i6nico como aditivo. As amostras apresentaram a

possibilidade de reutilizar o xerogel imobilizado por até 8 vezes, considerando atividade residual de 50%.
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