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O presente trabalho teve como objetivo imobilizar, por encapsulamento, a enzima lipase 
de Candida antarctica B (CAL B) em matriz hidrofóbica obtida pela técnica de sol-gel. 
O tetraetilortosilicato foi empregado como precursor da sílica. Para a etapa de formação 
do sol-gel foram avaliados três catalisadores: um ácido (HCl), um básico (NH4OH) e 
outro nucleofílico (HBr). Avaliou-se também a influência do uso do aditivo PEG 1500 
na imobilização. A eficiência do processo foi avaliada considerando a atividade de 
esterificação dos derivados obtidos. Um planejamento experimental 22 foi proposto para 
verificar a influência no rendimento de imobilização das variáveis massa de enzima e 
massa do aditivo PEG 1500. O emprego do aditivo PEG 1500, independente da massa 
de enzima, proporcionou um aumento na atividade do derivado e do rendimento. O 
planejamento experimental demonstrou efeito negativo para a massa de enzima e 
positivo para o aditivo PEG 1500 sobre o rendimento da imobilização. O processo de 
imobilização proporcionou um aumento na estabilidade térmica, de armazenagem e 
operacional em relação à enzima livre. As condições de armazenamento influenciaram 
na estabilidade da enzima suportada. Os derivados básico e nucleofílico apresentaram 
melhores resultados em termos de estabilidade ao armazenamento em relação à enzima 
livre e imobilizada no derivado ácido. Os resultados demonstram a possibilidade de 
reutilizar os derivados básico e nucleofílico por até sete vezes, considerando uma 
atividade residual de 50 %. Além disto, foi possível observar o efeito do tipo de 
tratamento entre os ciclos. A lavagem com hexano proporcionou o menor número de 
reciclos, independente do derivado. O derivado básico e nucleofílico foram empregados 
na síntese do éter acetado de isoamila e apresentaram conversões de 60 e 70 %, 
respectivamente.  
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The objective of this thesis was immobilized by encapsulation the enzyme Candida 
Antarctica lipase B (CAL B) in hydrophobic matrix obtained by sol-gel technique. The 
tetraethylorthosilicate was used as the silica precursor. For the step of formation of sol-
gel three catalysts: one acid (HCl), one basic (NH4 OH) and the other nucleophile 
(HBr) were evaluated. The influence of additive PEG 1500 was checked in 
immobilization. The efficiency of process was evaluated considering the esterification 
activity of the derivatives. The experimental design 22 was proposed to investigate the 
influence on the yield of immobilization of variables mass the enzyme and mass of 
additive PEG 1500. The use of the additive PEG 1500, regardless of the mass of 
enzyme increase activity of the derivative. The experimental design showed negative 
effect for the mass of enzyme and positive for additive PEG 1500. The immobilization 
process provided an increase, in relation to the free enzyme, as regards the thermal 
stability, storage and operational. The stability of the immobilized enzyme was 
influenced by storage conditions. The basic and nucleophilic derivatives was presented 
better results in terms of storage stability compared to the free enzyme and acid 
derivative immobilized. The results demonstrate the possibility of reuse of derivatives, 
and the greater number of cycles (seven), considering a residual activity of 50 %. 
Furthermore, it was possible to observe the effect of type of treatment between cycles. 
The wash with hexane provided the fewest reciclos, independent of the derived. The 
basic and nucleophilic derivative was used in the synthesis of isoamyl ether acetate and 
showed conversions of 60 % and 70 %, respectively. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As enzimas possuem grande interesse na aplicação industrial por serem catalisadores 

biológicos naturais utilizados em diversos tipos de reações. Da mesma forma que 

catalisadores químicos, promovem o aumento da velocidade das reações, porém, as enzimas 

como biocatalisadores não necessitam de tratamento de resíduos, são altamente específicas 

aos seus substratos proporcionando produtos seletivos, além do produto da reação poder ser 

considerado como natural. 

Dentre as enzimas, a lipase vem sendo estudada como um catalisador alternativo para 

diferentes reações químicas, tais como hidrólise de ácidos graxos, a esterificação, 

interesterificação e transesterificação. Porém, seu uso na sua forma livre torna-se limitado 

devido ao elevado custo, baixa estabilidade e impossibilidade de reutilização. 

Desta forma, a técnica de imobilização apresenta-se como uma alternativa para 

contornar tais limitações, possibilitando uma maior estabilidade à enzima, facilidade 

operacional na separação dos produtos, além de poder ser reutilizada mais que uma vez. 

A imobilização pode ocorrer por encapsulamento, por interações químicas ou físicas a 

um determinado suporte. Diferentes materiais e processos são descritos na literatura com esta 

finalidade. No processo, além das questões econômicas, devem ser consideradas as questões 

operacionais, como as condições experimentais empregadas na síntese, à facilidade de 

produção, o tempo envolvido no processo e quantidade de enzima incorporada. 

Dentre os diferentes métodos destaca-se a imobilização em matrizes obtidas pela 

técnica sol-gel. O processo para formação da matriz hidrofóbica para imobilização possui 

diversas variáveis que determinam as características finais dos materiais, tais como o grupo 

silanol precursor da sílica, o tempo de hidrólise e condensação e a homogeneidade do 

produto. Além disso, alguns aditivos químicos podem ser usados para melhorar o processo e 

obter materiais com melhores propriedades, o que possibilita sua utilização para imobilizar 

enzimas. 

Neste contexto, para a imobilização da lipase Candida Antartctica B, optou-se pelo 

emprego do método sol-gel, particularmente pela sua simplicidade, onde a enzima a ser 

imobilizada é adicionada in situ durante a formação da matriz, proporcionando a incorporação 

total da enzima oferecida ao suporte, além de o processo ocorrer em condições brandas de 

temperatura (ambiente) e em uma ampla região de pH. 
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Cabe ainda destacar que, em função de sua composição (apresenta sílica em sua 

estrutura) o suporte gerado tende a apresentar elevada estabilidade térmica e química. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

O objetivo geral deste trabalho foi imobilizar, por encapsulamento, a enzima lipase de 

Candida antarctica B (CAL B) em matriz hidrofóbica obtida pela técnica de sol-gel. 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

Os objetivos específicos foram: 

 

• Avaliar a influência da adição da enzima e aditivo no processo de imobilização; 

• Caracterizar as propriedades dos derivados imobilizados; 

• Avaliar a influencia da enzima e do aditivo no rendimento de imobilização; 

• Realizar síntese de aromas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

O trabalho apresentará uma revisão da literatura no que diz respeito a definições sobre 

a enzima lipase, suas aplicações em reações de catálise, dentre elas a síntese de ésteres; 

processos de imobilização enzimática, com foco na técnica sol-gel.  

 

2.1 LIPASES 

 

As enzimas são caracterizadas como catalisadores biológicos ou biocatalisadores, em 

sistemas “in vivo” e “in vitro”, de natureza proteica, altamente específica e com grande poder 

catalítico (WISEMAN, 1995). Podem ser de origem microbiana, vegetal ou animal, obtidas 

por meio de processos fermentativos e por trituração de tecidos vegetais e animais (BACHA 

et al., 2005; JOSÉ e PRADO, 2005). 

O interesse industrial por tecnologias enzimáticas cresce gradativamente, 

especialmente nas áreas de engenharia de proteínas e enzimologia em meios não-

convencionais, o que ampliou consideravelmente o potencial de aplicação das enzimas como 

catalisadores em processos industriais (SVENDSEN et al., 1997). 

O uso de enzimas como catalisadores de processos industriais está atualmente dividido 

em três grandes segmentos: enzimas técnicas, destinadas principalmente aos setores de 

produtos de limpeza, têxtil, de couros, de álcool como combustível e de papel e celulose; 

enzimas para alimentos e bebidas; e enzimas para ração animal. As principais enzimas 

industriais são: protease, amilase, celulases, xilanases, fitase e as lipases (BON et al., 2008). 

A função natural das lipases (triacilglicerol hidrolases E.C. 3.1.1.3) é a hidrólise de 

triglicerídeos. Contudo, elas podem ser usadas in vitro para catalisar muitas reações diferentes 

(Figura 1). Industrialmente, são usadas na modificação de óleos e gorduras, síntese de ácidos 

graxos como cosméticos ou surfactantes, e na produção de compostos intermediários para 

síntese orgânica (por exemplo: na resolução de misturas racêmicas) (PALOMO et al., 2002). 

Amplamente distribuídas na natureza, as lipases são encontradas em tecidos de vários 

animais e plantas, e podem ser produzidas por fermentação usando várias espécies de micro-

organismos, tais com os fungos Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp, as 

leveduras Tulopis sp e Candida sp e as bactérias Pseudomonas sp, Achromobacter sp e 

Staphylococcus sp. Do ponto de vista econômico e industrial, as lipases provenientes de 
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micro-organismos são preferíveis às de fontes animais e plantas, devido ao elevado custo de 

isolamento vinculado a estas fontes (CASTRO et al., 2004; DUMITRIU et al., 2003). 

 
Figura 1 - Reações catalisadas pela enzima lipase 
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Fonte: Villenueve et al., 2000 

 

As características da lipase variam em função da sua origem. As lipases podem 

apresentar massa molecular que varia de 20 a 75 kDa, atividade em pH na faixa entre 4 a 9 e 

em temperaturas que variam desde a ambiente até 70 °C. As lipases são usualmente estáveis 

em soluções aquosas neutras à temperatura ambiente e apresentam, em sua maioria, uma 

atividade ótima na faixa de temperatura entre 30 °C e 40 °C. Seu ponto isoelétrico varia em 

uma faixa de pH entre 3,6 e 7,6 e a maioria delas possui pI (ponto isoelétrico) em pH entre 4 e 

5. Contudo, sua termoestabilidade varia consideravelmente em função da origem, sendo as 

lipases microbianas as que possuem maior estabilidade térmica (KIRK e CHRISTENSEN, 

2002; SHARMA et al., 2001). 
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Estas enzimas são biocatalisadores mais versáteis e mais eficientes empregados, 

devido sua alta atividade e estabilidade em condições micro aquosa. Além da versatilidade, as 

lipases são biodegradáveis, régio-específicas e apresentam baixa toxicidade o que permite a 

obtenção de produtos com elevado grau de pureza sem causar fortes impactos ambientais 

(JAEGER e EGGERT, 2002). 

 

2.2.1 Aplicações de lipases em reações de catálise 

 

As lipases ocupam uma faixa crescente do mercado de enzimas industriais, 

principalmente nos setores químicos e alimentícios. As principais aplicações são apresentadas 

nas Tabelas 1. 

 

Tabela 1 - Aplicações da enzima lipase na indústria de alimentos e química. 

Indústria de alimentos Efeito Produto 
Laticínio Hidrólise da gordura do leite Agente aromatizante para 

manufatura de produtos lácteos 
Panificação Melhora o sabor/qualidade, 

aumenta o tempo de prateleira 
Confeitos e bolos 

Bebidas Melhora o aroma e acelera a 
fermentação, por remoção dos 

lipídeos 

Bebidas alcoólicas, ex: saquê, 
vinho e outras 

Processamento de 
derivados do ovo 

Melhora a qualidade do ovo 
por hidrólise dos lipídeos 

Maionese, molhos e cremes 

Processamento de 
carne e peixe 

Desenvolvimento de aroma e 
remoção de excesso de 

gorduras 

Produtos embutidos 

Processamento de 
Óleos 

Transesterificação de óleos 
naturais; Hidrólise de óleos 

Óleos e gorduras modificadas 
(substitui a manteiga de cacau) 

Indústria química Efeito Produto 
Química fina Síntese de ésteres Ésteres 
Detergentes Remoção de óleo e gordura Detergentes 

Farmacêutico Digestão de óleos e gorduras de 
alimentos 

Digestivos 

Analítico Análise de triglicerídeos no 
sangue 

Diagnóstico 

Cosmético Remoção de lipídeos Cosméticos em geral 
Curtume Remoção de gorduras das peles 

dos animais 
Produtos de couro 

Diversos Decomposição e remoção de 
substâncias oleosas 

Limpeza de tubulação, 
tratamento de efluentes. 

Fontes: Castro et al. (2004); Sharma et al. (2001) 
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As lipases catalisam uma série de reações diferentes. Além de catalisar a quebra das 

ligações de éster de triacilgliceróis com o consumo de moléculas de água (hidrólise), as 

lipases são também capazes de catalisar a reação reversa sob condições microaquosas, como 

por exemplo, a formação de ligações éster, a partir de um álcool e ácido carboxílico (síntese 

de éster). Estes dois processos básicos podem ser combinados numa sequência lógica para 

resultar em reações de interesterificação (acidólise, alcoólise e transesterificação) que depende 

dos reagentes inicialmente empregados (BALCÃO et al., 1996). 

 

2.2.1.1 Síntese de ésteres 

 

Os ésteres de ácidos graxos são encontrados na indústria em produtos como aromas, 

medicamentos, sabões, perfumes e cosméticos, na produção de biocombustíveis, entre outros. 

A síntese de ésteres baseia-se na esterificação de ácidos graxos com álcool na presença de 

catalisadores inorgânicos a elevadas temperaturas (>100 °C).  

Estes processos demandam grandes quantidades de energia, além de serem lentos e 

não seletivos. Com o crescente aumento da busca por ésteres para o emprego em aditivos e 

aromas na indústria, torna-se necessário encontrar novas formas mais efetiva para extração de 

aromas (ABBAS e COMEAU, 2003; KUMAR et al., 2005).  

Neste contexto, o emprego de enzimas como biocatalisadores permitem a obtenção de 

produtos de melhor qualidade, em temperaturas relativamente baixas e sendo rotuladas como 

naturais pela indústria (KISS et al., 2004; WELSH et al., 2006). 

As lipases podem promover diversos tipos de reações em condições brandas e 

seletivas, destacando-se a produção de ésteres. Exemplos de tais reações são observados em 

sínteses empregando ésteres de ácido acético, oleico, butírico e cáprico e álcoois como etanol, 

butanol e isopentanol (JIN et al., 2012; LARIOS et al., 2004). 

Dente eles, o oleato de etila (síntese de ácido oleico e etanol), é um éster usado como 

biodiesel, aditivo de combustível diesel e nas indústrias de cosméticos e de alimentos 

(BLOOMER et al., 1992; FORESTI e FERREIRA, 2005; YAHYA et al., 1998). 

 
2.2.2 Lipase de Candida antarctica do tipo B 

 

A lipase de Candida antarctica do tipo B (CAL B) é constituída de 317 resíduos de 

aminoácidos com estrutura globular e dimensões de 30 Å x 40 Å x 50 Å, tem peso molecular 

de 33 kDa e ponto isoelétrico (PI) em pH de 6,0 (UPPENBERG et al., 1994).  
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A cavidade de ligação para o substrato ("sítio ativo") consiste em uma cavidade para 

ligações acila e outra porção para ligações com álcoois. Em contraste com a maioria das 

lipases, que apresentam um impedimento maior ("tampa") na entrada do sítio ativo, na CAL B 

essa tampa é reduzida e não prejudica a entrada de substratos e saída de produto 

(UPPENBERG et al., 1994). 

No caso específico da CAL B, a cavidade ligante do substrato é elíptica (Figura 2) com 

o formato de um funil. As paredes desse canal são bastante hidrofóbicas. Contudo, na parte 

superior do sítio ativo há apenas uma pequena área hidrofóbica, o que favorece a não 

formação de camadas sobrepostas de moléculas por esta enzima (TRODLER e PLEISS, 2008; 

UPPENBERG et al., 1994). 

 

Figura 2 - Sítio ativo da Candida antarctica B (CAL B). 

 
Fonte: TRODLER e PLEISS, 2008. 

 

A CAL B é um biocatalisador com uso bem diversificado, tem sido estudada para 

potenciais aplicações na indústria alimentícia, de detergente, farmacêutica, têxtil, cosméticos, 

papel e óleo-química (HASAN et al., 2006). Na forma imobilizada opera em uma ampla faixa 

de condições experimentais, com vários trabalhos que demonstram alta eficiência na catálise 

de várias reações em meio orgânico, tanto em escala de laboratório quanto comercial 

(COSTA e AMORIM, 1999). 

As principais aplicações industriais da CAL B na forma livre ou imobilizada são: na 

produção de compostos opticamente ativos na indústria farmacêutica (STRAATHOF et al., 

2002); alimentos e fármacos (CASTRO et al., 2004); produção de ésteres usados na indústria 
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de aromas (BRÍGIDA et al., 2008; LOZANO et al., 2002); síntese de oleato de cetila que 

possui importantes aplicações em indústrias de cosméticos, biodiesel (SILVA et al., 2012); 

síntese de lactato de butila (éster utilizado em indústria de alimentos, cosméticos e 

farmacêutica por possuir propriedades higroscópicas, emulsificantes e esfoliantes) (PIROZZI 

e GRECO, 2004); síntese de ésteres de vitaminas (a fim de torná-las solúveis em óleo para 

adição em produtos alimentícios) (MAUGARD e LEGOY, 2000); e outras como esterificação 

de açúcares e glicidol (FERNANDEZ-LORENTE et al., 2003; PALOMO et al., 2005). 

Estas aplicações são possíveis devido à sua ampla gama de especificidade para 

substratos, alta atividade em várias reações sob condições brandas, resistência a solventes 

orgânicos, estabilidade térmica além da atuação em ampla faixa de pH (RODRIGUES et al., 

2008; DENG et al., 2011). 

As aplicações citadas são frequentemente limitadas devido à estabilidade, à 

dificuldade de recuperação e reuso do biocatalisador. Desta forma, a imobilização de enzimas 

oferece algumas vantagens operacionais em relação a enzimas solúveis (ADRIANO et al., 

2005). 

 

2.3 IMOBILIZAÇÃO ENZIMÁTICA 

 

As enzimas solúveis, devido a sua natureza proteica, são menos estáveis que os 

catalisadores químicos e não podem ser usadas em condições severas, pela possível 

desnaturação e consequente perda progressiva da atividade funcional. Para que a catálise seja 

eficiente em um determinado processo, há necessidade de proteger as enzimas da interação 

com o solvente, meio no qual é realizada a reação, pois o mesmo pode provocar a inativação, 

impossibilitando a catálise da reação (CHULALAKNASANUKUL et al., 1990; ZAKS e 

KLIBANOV, 1985). 

O custo elevado das enzimas solúveis é outro limitador de sua aplicação para 

finalidades comerciais. O emprego de enzimas puras pode ser dispendioso e seu descarte após 

o uso é economicamente inviável. Além disso, a recuperação do meio reacional pode ser 

difícil (LOZANO et al., 2004 e SVENDSEN et al., 1997). 

A dificuldade em se recuperar a enzima do meio reacional ao final da catálise, aliada à 

instabilidade e, frequente, inadequabilidade para uso em determinados solventes e/ou 

condições de pH, temperatura e exposição a agentes desnaturantes, podem ser superadas por 

meio da imobilização (CARVALHO et al., 2006). 
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De acordo com a 1ª Conferência em Engenharia de Enzimas, biocatalisadores 

imobilizados, enzimas ou células, são catalisadores fisicamente confinados ou localizados em 

uma região definida do espaço, com retenção de suas atividades catalíticas, e que podem ser 

utilizados repetida ou continuamente (KATCHALSKI-KATZIR e KRAEMER, 2000). 

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador com 

atividade e estabilidade que não sejam afetadas durante o processo, em comparação à sua 

forma livre. A imobilização pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, 

porém não existe uma regra que prediga a manutenção destes parâmetros após o processo de 

imobilização (SOARES et al., 2002). 

O uso de células imobilizadas tem sido considerado como uma alternativa para 

aumentar a produtividade global de fermentações, tradicionalmente realizadas com células em 

suspensão, uma vez que permite o trabalho com elevadas concentrações celulares no reator 

(CARVALHO et al., 2006). 

De acordo com as condições de imobilização e dos suportes empregados, a enzima 

pode apresentar diferentes propriedades finais que podem mudar sua estabilidade frente a pH 

e/ou temperatura. No desenvolvimento de um biocatalisador imobilizado, as características 

mais desejáveis são elevadas estabilidade operacional e eficiência catalítica. A estabilidade 

operacional é uma avaliação da perda de atividade do biocatalisador. Nesta avaliação, 

bateladas consecutivas da reação de interesse são realizadas, a qual depende de uma série de 

fatores, tais como: desprendimento da enzima do suporte, obstrução dos poros por impurezas 

ou produtos secundários e perda de suporte por atrito ou dissolução (SOARES et al., 2001). 

Neste sentido as principais vantagens obtidas no processo de imobilização são: i) o 

aumento das estabilidades térmica e operacional, protegendo o sítio ativo da enzima da 

inativação; ii ) a reutilização em outras etapas do processo; iii ) a redução de custo operacional 

e iv) a fácil separação e recuperação da enzima do meio reacional, reduzindo custo e etapas de 

purificação do produto (DALLA-VECCHIA et al., 2004; PAIVA et al., 2000; VILLENEUVE 

et al., 2000). 

 

2.3.1 Imobilização de lipase 

 

As lipases imobilizadas tornam-se cada vez mais úteis para os processamentos 

biotecnológicos. A imobilização assegura o reuso das enzimas, pois permite a remoção da 

enzima do meio reacional, minimiza o custo de separação dos produtos e desta forma reduz o 

inconveniente econômico associado ao seu uso. A imobilização também fornece a 
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flexibilidade operacional devido à melhora das estabilidades térmica e química das enzimas 

através da estabilização da estrutura terciária da proteína (BALCÃO et al., 1996; 

VILLENEUVE, 2000). 

As propriedades catalíticas de lipases são fortemente influenciadas pelas 

características do suporte. A escolha do suporte para imobilização de enzimas depende de 

várias características que são importantes na sua aplicação em processos industriais, tais 

como: resistência mecânica e microbiana, estabilidade térmica, funcionalidade química, 

caráter hidrofóbico ou hidrofílico, facilidade de regeneração, morfologia (superfície de 

contato e porosidade) e custo (VILLENEUVE, 2000). É desejável que o suporte possua 

características compatíveis com as moléculas da enzima para prevenir a formação de ligações 

não específicas (TARDIOLI et al., 2003).  

Em geral, os suportes utilizados nos processos de imobilização devem possuir uma 

grande área superficial (superfície macroscópica e área das paredes internas dos poros) para 

obtenção de alta capacidade catalítica e distribuição de poros de forma homogênea, com 

tamanho de poro adequado para o acesso da enzima e aos substratos e produtos. A enzima 

imobilizada no interior dos poros está protegida contra a formação de agregados no processo 

de imobilização e contra a inativação ocasionada por agentes externos (turbulência do meio, 

temperatura, força iônica, solvente), que permite obtenção de derivados com maior 

estabilidade operacional (MATEO et al., 2007). 

O suporte deve ser estável em uma ampla faixa de pH, a solução salina, bem como aos 

reagentes utilizados no processo de ativação, e às condições reacionais. Deve ser fisicamente 

estável, com certa rigidez mecânica e, principalmente baixo custo de preparação para 

aumentar a viabilidade de aplicação industrial. Dificilmente encontra-se um suporte que 

atenda a todos estes requisitos, deste modo, a sua escolha deve levar em conta a finalidade 

(CASTRO et al., 2004). 

 

2.4 MÉTODOS DE IMOBILIZAÇÃO 

 

Para que o emprego de enzimas imobilizadas se torne um processo economicamente 

viável, deve-se considerar o tipo de suporte empregado, assim como o método de 

imobilização. Muitas técnicas de imobilização têm sido reportadas como o uso dos suportes 

de natureza orgânica e inorgânica com diferentes características (DUMITRIU et al., 2003). 

Entre os métodos de imobilização existentes (Figura 3), inclui-se adsorção, ligação 

covalente a suportes sólidos, ligação covalente cruzada (cross-linking) e encapsulação de 
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enzimas em matrizes poliméricas inorgânicas/orgânicas que proporciona novas possibilidades 

de utilização no campo da ciência dos materiais (AVNIR et al., 1994; ANVIR, 1995; AVNIR 

et al., 2006; CAO et al., 2009; CHAUBEY et al., 2009). 

A adsorção física da enzima é o modo mais simples e rápido de imobilização. Baseia-

se em interações físicas entre a enzima e a superfície da matriz. Uma atividade muito próxima 

da obtida na enzima livre é observada, e as principais vantagens da adsorção são o baixo custo 

e a facilidade de imobilização. Devido as ligações serem facilmente desfeitas, a temperatura, 

o pH e a força iônica, são parâmetros que devem ser severamente controlados, sendo este o 

principal problema relacionado a este tipo de interação (FABER, 1997; FERRER et al., 2000).  

 

Figura 3 - Métodos de imobilização de enzima. 

 
Fonte: Adaptado de Adlercreutz (2013). 

 

Os métodos que empregam encapsulação são baseados no confinamento da enzima em 

um suporte físico, este suporte deve reter a enzima, apresentar porosidade controlada, de 

maneira a permitir a livre difusão do substrato e dos produtos da reação através da mesma. 

Numerosos suportes têm sido utilizados, como por exemplo: sílica, poliuretano, náilon, nitrato 

de celulose, acetato de celulose, resinas, colágeno e policarbonatos. Como principais 

desvantagens pode-se citar: i) aos fenômenos de transferência de massa do substrato; ii ) aos 

produtos da reação e, iii ) ao crescimento de micro-organismos na superfície do suporte 

(SOARES et al., 2000). 

A técnica de imobilização por ligação covalente consiste na retenção da enzima na 

superfície do suporte por ligações entre os grupos funcionais da enzima e a superfície do 

suporte. A desvantagem está na perda de parte da atividade enzimática, por conta das 

alterações nas conformações dos sítios ativos da enzima (ROCHA et al., 1998). 
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A ligação covalente cruzada (cross-linking) é baseada na formação de um sistema 

reticulado das moléculas da enzima, que forma uma rede rígida. Este processo oferece a 

vantagem de uma ligação mais sólida, porém, pode induzir a formação de barreiras de difusão 

que resulta no aumento do tempo de resposta do biossensor. O glutaraldeído e o álcool 

polivinílico são exemplos de agentes de ligação cruzada (FERRER et al., 2000). 

Além do tipo de imobilização, vários parâmetros importantes devem ser analisados 

para a escolha do suporte como: a estabilidade química e física, o caráter 

hidrofóbico/hidrofílico, a capacidade de ligação com a enzima. No entanto, alguns 

acontecimentos devem ser evitados ou prevenidos durante a imobilização, tais como (SILVA 

et al., 2009): 

 

a) Perda de atividade da enzima: A perda de atividade está relacionada com a 

imobilização da mesma, pois invariavelmente ocorre uma inativação parcial da enzima 

devido ao envolvimento de interações fracas (forças de Van der Waals) e/ou fortes 

(ligação covalente) entre a estrutura da enzima e o suporte. Pode também ocorrer 

alterações de orientação e acesso do substrato ao sítio ativo, o que reduz a atividade ou 

ainda leva à redução aparente da especificidade ao substrato (BON et al., 2008). A 

redução aparente da atividade também pode ser resultado das restrições difusionais, 

pelo fato da enzima estar fortemente ligada ao suporte e sua mobilidade ficar 

restringida, limitando o acesso do substrato ao sitio ativo, que afeta a cinética da 

reação pela redução da velocidade de reação ou ainda pela alteração do pH no 

microambiente da enzima (FOGLER, 2002);  

b) Diferenças na característica física do biocatalisador e do fluido: As enzimas 

imobilizadas normalmente são utilizadas quando o substrato é solúvel, uma vez que as 

enzimas estejam retidas no interior de matrizes porosas, os poros devem facilitar o 

livre acesso do substrato ao mesmo tempo em que retêm a molécula de enzima no seu 

interior (FOGLER, 2002);  

c) Perda na estabilidade do biocatalisador: As propriedades físicas do suporte devem ser 

mantidas durante o tempo de meia vida estimado, assim, o custo da imobilização deve 

ser compensado pela meia vida do biocatalisador. Normalmente os substratos 

utilizados nas reações enzimáticas contêm substâncias em suspensão, por exemplo, 

lipídeos podem ser adsorvidos ao suporte e bloquear os poros, diminuindo a 

acessibilidade do substrato à enzima, promovendo uma redução aparente do tempo de 

meia-vida da enzima imobilizada (FOGLER, 2002). 
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Desta forma, para que o processo de imobilização seja efetivo, o suporte deve permitir 

o acesso da enzima aos substratos, manter sua atividade por um longo período e permitir que 

o sistema (suporte/enzima) seja regenerado ao final do processo, sem que ocorram perdas na 

atividade enzimática (DALLA-VECCHIA et al., 2004). 

 

2.4.1 Técnica Sol-gel 

 

Uma das principais rotas de obtenção de materiais híbridos orgânico-inorgânicos é o 

processo sol-gel. O processo de sol-gel pode ser facilmente reconhecido, pois se trata de uma 

rota de síntese de materiais onde em um determinado momento ocorre a transição do sistema 

sol para um sistema gel (HIRATSUKA et al., 1995). 

O termo sol é empregado para definir uma dispersão de partículas coloidais (dimensão 

entre 1 e 100 nm) estável em um fluido, enquanto o termo gel pode ser definido como um 

sistema formado pela estrutura rígida de partículas coloidais (gel coloidal) ou de cadeias 

poliméricas (gel polimérico) que imobiliza a fase líquida nos seus interstícios.  

Desse modo, os géis coloidais resultam da agregação linear de partículas primárias 

(Figura 4 a), somente poderá ocorrer pela alteração apropriada das condições físico-químicas 

da suspensão. Por outro lado, os géis poliméricos são, geralmente, preparados a partir de 

soluções onde se promovem reações de polimerização. Neste caso a gelatinização ocorre pela 

interação entre as longas cadeias poliméricas lineares (Figura 4 b) (HIRATSUKA et al., 

1995). 

 

Figura 4 - Esquema da transição sol-gel: (a) formação de gel particulado e (b) formação de gel polimérico. 

 
Fonte: HIRATSUKA et al., 1995. 

 

A reação de polimerização de matriz sol-gel pode ser dividida em duas etapas: a 

hidrólise e a condensação, demostradas nas Figuras 5 e 6. 
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Figura 5 - Hidrólise do grupo alcóxido com a formação de grupos reativos do grupo silanol. 

 
Figura 6 - A condensação do grupo silanol, a qual leva inicialmente a formação do sol e após o gel. 

 

 
Fonte: Boaventura, 2013 

 

As reações químicas que ocorrem durante a formação do sol, do gel e do xerogel, 

influenciam fortemente a composição e as propriedades do produto final (ALFAYA e 

KUBOTA, 2002). A produção de uma matriz sol-gel pode ser iniciada pela hidrólise parcial 

dos precursores (silicatos de alquilo ou alcoxisilanos) resultando em um oligômero que pode 

ser transesterificado com o glicerol. O oligômero presente é totalmente hidrolisado formando-

se uma dispersão coloidal (sol), à qual é adicionada uma solução contendo o biocatalisador, 

desta forma, inicia-se o processo de poli condensação, que resulta na formação de uma fase 

distinta (o aerogel quando seco em altas pressões ou o xerogel quando seco em temperatura 

ambiente) contendo o biocatalisador (enzimas). A matriz é envelhecida, resultando no final do 

processo, nano ou micro matrizes (CABRAL et al., 2003). 

A facilidade para transformar um sol em um gel depende em grande parte do tipo de 

partículas coloidais em suspensão. Essa transição ocorre muito facilmente com soluções 

poliméricas e com sílica (SEIDEL et al., 2007). 

 

2.4.1.1 Imobilização pela técnica de sol-gel 

 

A imobilização de enzimas no interior de matrizes produzidas pelo processo de sol-gel 

é uma técnica muito vantajosa, pois preserva a atividade enzimática e evita a sua lixiviação, 
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ao contrário do que ocorre, na maioria das vezes, com filmes finos ou membranas empregadas 

como suporte (ALFAYA e KUBOTA, 2002). 

Um grande número de biomoléculas pode ser imobilizado em materiais sol-gel por 

ligação covalente ou por encapsulação, mediante a adição da biomolécula ao sistema antes da 

geleificação, uma vez que o processo pode ser conduzido em condições brandas de 

temperatura (normalmente ambiente) e pH (≈ 7), diminuindo assim a probabilidade de 

ocasionar inativação das mesmas durante a etapa de imobilização (SEIDEL et al., 2007). 

A técnica sol-gel de encapsulação tem provado ser um modo particularmente simples e 

eficaz para imobilizar enzimas purificadas, células inteiras, anticorpos e outras proteínas. 

Pode melhorar a sua estabilidade térmica e, em longo prazo, a estabilidade operacional e de 

armazenagem (FURUKAWA e KAWAKAMI, 1998; HENCH e WEST, 1990; KIM et al., 

2006; MATEO et al., 2007; REETZ et al., 1996; SHELDON, 2007). 

Embora a enzima imobilizada pela técnica de sol-gel geralmente exiba uma melhor 

atividade e estabilidade comparada com as enzimas livres, existem algumas desvantagens no 

processo de imobilização por esta técnica (REETZ et al., 1996). Pode ocorrer o encolhimento 

do gel durante a condensação e secagem da matriz, o que pode causar a desnaturação das 

enzimas, a liberação de álcoois durante a hidrólise de um alcóxido de silício, a diminuição da 

taxa de difusão das moléculas de substrato até enzima dentro da matriz de sol-gel, 

dificultando a atividade catalítica da enzima imobilizada, principalmente em materiais com 

um diâmetro de poro menor de 20˚A (GUISAN, 2006). 

 

2.4.1.2 Formação do sol-gel 

 

Do mecanismo de sol-gel apenas a primeira etapa, a hidrólise, é bem conhecida, pois 

as reações de condensação começam antes das reações de hidrólise terminar, tornando o 

mecanismo muito complexo, envolvendo muitas reações de hidrólise e condensação ao 

mesmo tempo. Estas reações em geral são apresentadas nas Equações 1, 2 e 3 

(CHAUDHURY et al., 2007). 
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Na reação de hidrólise apresentada na Equação (1), a água substitui os grupos alcóxido 

(OR), gerando grupos hidroxilo (OH). Subsequente às reações de condensação (Equações 2 e 

3), envolvendo os grupos silanol (Si-OH) produzem as ligações siloxano (Si-O-Si), com água 

ou álcool como subprodutos. Geralmente a condensação começa antes de a hidrólise estar 

completa. No entanto, parâmetros como o pH, a razão molar H2O/Si (R) e catalisador pode 

forçar a conclusão da hidrólise antes da condensação começar. Além disso, devido à água e 

alcóxidos serem imiscíveis, um solvente mútuo, por exemplo, o álcool, deve ser utilizado. Na 

presença deste agente de homogeneização, a hidrólise do álcool é facilitada devido à 

miscibilidade do alcóxido com a água. Conforme aumenta o número de ligações siloxano, as 

moléculas individuais são ligadas em conjunto e agregadas no sol (CHAUDHURY et al., 

2007). 

Estas etapas devem ser catalisadas por ácidos ou bases, uma vez que a cinética de 

oxilação é fortemente dependente do pH. A natureza do catalisador, ácido ou básico, 

influencia diretamente na cinética de reação, assim como, na estrutura final do gel 

(FONSECA e AIROLDI, 2003; HENCH e WEST, 1990; SANCHEZ et al., 1988).  

Se a hidrólise for catalisada por ácido, ocorre uma reação eletrofílica, e a velocidade 

da condensação será maior que a de hidrólise, isto leva à formação de géis compostos de 

cadeias poliméricas lineares entrelaçadas, as quais, após secagem formam uma matriz densa. 

de baixo volume de poro. Sob condições básicas, a condensação ocorre preferencialmente 

entre oligômeros altamente ramificados, os quais levam à formação de géis particulados que, 

após secagem, produzem materiais menos densos, com alta porosidade (BRINKER e 

SCHERER, 1990; BUCKLEY e GREENBLATT, 1994; JOSÉ e PRADO, 2005). 

Acima do pH 7, a polimerização é extremamente rápida, o que leva a formação de 

partículas com diâmetro de 2 nm em poucos minutos. Na ausência de eletrólitos as partículas 

coloidais apresentam elevada densidade de cargas superficiais, impedindo a agregação devido 

a repulsão eletrostática. Esses fenômenos permitem controlar a cinética da transformação sol-

gel e a estrutura das espécies condensadas (BRINKER e SCHERER, 1990; JOSÉ e PRADO, 

2005). 

Se a hidrólise for catalisada por base, a reação deve se processar através de uma 

substituição nucleofílica, e a velocidade de hidrólise será maior que a velocidade de 

condensação, conduzindo a formação de cadeias mais ramificadas no início do processo 

(JOSÉ e PRADO, 2005). 

Após a secagem do gel, parte dos solventes (água e álcool) fica retido, enquanto a 

principal parte é expulsa em função do encolhimento de rede e devido a condensação, e um 
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xerogel é formado (CHAUDHURY et al., 2007). Uma compreensão básica da cinética e das 

reações envolvidas no processo de sol-gel é de primordial importância na preparação de 

materiais com características controladas (BRINKER e SCHERER, 1990; HENCH e WEST, 

1990). 

A adição de solventes e condições reacionais podem promover certas reações de 

esterificação e de despolimerização inversas as Equações (1), (2) e (3). Géis molhados (com 

maior teor de solvente) apresentam durante envelhecimento/secagem um minimização na 

possibilidade de fissuração (CHAUDHURY et al., 2007; HENCH e WEST, 1990). 

As propriedades físicas (área superficial específica, tamanho médio dos poros e sua 

distribuição) de um gel seco (o xerogel) dependem fortemente dos parâmetros utilizados no 

processo do sol-gel. A razão molar água:silano, a natureza e a concentração do catalisador e o 

tipo do precursor alcóxido são parâmetros específicos que afetam diretamente as velocidades 

relativas das reações de hidrólise e condensação, as quais, por sua vez, ditam as propriedades 

do material final. Em geral, preparações com baixos valores de pH e teor de água produzem 

materiais densos com tamanho médio de poros pequenos, enquanto preparações com valores 

altos de pH e teores de água produzem materiais mais porosos (BRINKER e SCHERER, 

1990; BUCKLEY e GREENBLATT, 1994; HENCH e WEST, 1990). 

As condições de síntese normalmente empregadas no processo sol-gel (precursores 

metalo-orgânicos, solventes orgânicos e baixas temperaturas de processamento) permitem a 

introdução de moléculas orgânicas "frágeis" dentro da rede inorgânica. Tais moléculas 

orgânicas podem melhorar as características da matriz, como por exemplo, modificar as 

propriedades mecânicas, facilitar o processamento de fibras e filmes, possibilitar a moldagem 

precisa de peças para óptica integrada, possibilitar o controle de porosidade e o ajuste do 

balanço hidrofóbico/hidrofílico (ZOPPI e NUNES, 1997). 

Os alcóxidos metálicos são mais populares, pois reagem facilmente com água. Os 

alcóxidos de metais mais amplamente utilizados são os alcoxissilanos, tais como 

tetrametoxissilano (TMOS) e tetraetoxissilano (TEOS). O TEOS e o TMOS são os 

precursores mais comumente utilizados para sintetizar silicatos. Suas hidrólises em soluções 

aquosas, associados às reações de policondensação adicionais, podem causar uma formação 

de partículas de sol, conduzindo à auto-organização em uma rede tridimensional porosa 

(BRINKER e SCHERER, 1990; CHAUDHURY et al., 2007). 

As características e as propriedades de uma rede de sol-gel, especialmente inorgânico, 

estão relacionados com fatores que afetam a taxa de hidrólise e de condensação, tal como a 

proporção molar água:precursor (R), o tipo de solvente, a natureza do catalisador e sua 
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concentração, pH, temperatura, tempo, e as condições de envelhecimento e secagem 

(CHAUDHURY et al., 2007). 

 

2.4.2 Aditivos 

 

A utilização de aditivos para estabilizar enzimas dentro da matriz sol-gel como 

açúcares, aminoácidos, polióis e agentes tensioativos têm sido utilizados para aumentar a 

atividade e estabilidade de várias enzimas imobilizadas por alteração da hidratação da enzima 

ou redução do encolhimento do gel. Eles também podem afetar as propriedades físicas do gel 

através da participação em reações de condensação com grupos silanol livres (REETZ et al., 

2003; SOARES et al., 2006). 

As moléculas de água, que se encontram ao redor da molécula de enzima, exercem um 

papel importante na estabilidade e conformação estrutural devido, principalmente, a sua 

influência nas interações hidrofóbicas, além das forças de Van der Walls, pontes salinas e 

pontes de hidrogênio (YAMANE et al., 1990; FABER, 1997). 

Desta forma, pequenas variações no meio reacional, como temperatura, pH, força 

iônica, entre outras, podem induzir modificações estruturais na enzima, em alguns casos 

conduzindo a desativação da mesma (FABER, 1997). Essa desnaturação é decorrente da 

exposição da parte hidrofóbica da enzima em água, o que promove um aumento do nível de 

hidratação mesma. Assim, não é surpresa que a manipulação da natureza do meio e da 

quantidade de água ao redor da enzima tenha um profundo efeito sobre a estabilidade 

(YAMANE et al., 1990).  

A remoção da água da superfície da enzima conduz a uma reorganização das 

moléculas de água devido ao incremento do número de ligações intermoleculares por pontes 

de hidrogênio, o que contribui para o aumento da rigidez da mesma (FABER, 1997). Este 

efeito pode ser alterado pelo uso de aditivos hidrofílicos, como os polióis e polissacarídeos, 

que agem como reguladores da estrutura da enzima em meio aquoso (GONÇALVES et al., 

1999; YAMANE et al., 1990). 

De acordo com Bosley (1991) apud Soares et al. (2003), caseína, gelatina, albumina de 

ovo e albumina bovina são aditivos eficientes para imobilização de lipases em vários suportes. 

Reetz et al. (1996), recomendam também o uso de outros tipos de aditivos macromoleculares, 

como, por exemplo, álcool polivinílico (PVA) e polietilenoglicol (PEG). 
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Cabe salientar que os aditivos não ativam a enzima, em vez disto, apresentam um 

efeito estabilizante que previne a desativação da enzima quando de sua interação com o 

suporte (REETZ et al., 1996; ROCHA et al., 1998; VILLENEUVE et al., 2000). 

 
2.4.2.1 Polietilenoglicol 

 
O uso de polietilenoglicol (PEG) como aditivo na imobilização enzimática concede 

melhor distribuição da lipase na superfície do suporte, o que permite um melhor contato entre 

a interface água/óleo, e favorece uma condição necessária para a expressão da atividade 

hidrolítica da lipase imobilizada (SOARES et al., 2000).  

Na imobilização de lipases, o uso de aditivos macromoleculares mostram efeitos 

estabilizantes na atividade enzimática por meio do revestimento da interface, impedindo uma 

mudança de sua estrutura proteica (ROCHA et al., 1998; VILLENEUVE et al., 2000). A 

presença de PEG durante o processo de imobilização de lipase, provavelmente, afeta o nível 

de hidratação da enzima, modificando a hidrofilicidade do microambiente (ROCHA et al., 

1998). 

Soares et al. (2001; 2002; 2003), avaliaram diferentes tipos de aditivos considerando a 

atividade hidrolítica, bem como a estabilidade operacional de derivados imobilizados de 

lipase de Candida rugosa em sílica de porosidade controlada. Entre os aditivos testados, o 

polietilenoglicol (MM 1500) proporcionou um considerável aumento da atividade hidrolítica, 

além de reduzir a desativação da enzima e a utilização do PEG com menor massa molar 

aumenta significativamente o rendimento na recuperação da atividade enzimática da lipase de 

Candida rugosa, atingindo valores de 60 % (SOARES et al., 2006).  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 ENZIMA E PRODUTOS QUÍMICOS 

 

A enzima utilizada na imobilização foi a lipase comercial de Candida antarctica (CAL 

B) (Novozyme); O polietilenoglicol (PEG) (1500, Merck) foi usado como agente de 

estabilização (aditivo); Para a imobilização pela técnica de sol-gel foi utilizado como 

precursor da sílica o tetraetilortosilicato/tetraetoxisilano (TEOS) (Aldrich), hidróxido amônia 

(mínimo 28 %) (Quimex), ácido clorídrico (mínimo 36 %) (Vetec), ácido bromídrico (Vetec). 

Para determinação da atividade de esterificação foram utilizados: álcool etílico (mínimo 99 

%) (Merck), acetona (Merck), ácido oleico (Synth), hidróxido de sódio (Synth) e água 

destilada. 

 

3.2 INFLUÊNCIA DO CATALISADOR E DO ADITIVO PEG NA I MOBILIZAÇÃO 

 

A lipase de Candida antarctica B foi imobilizada por encapsulamento em uma matriz 

hidrofóbica obtida pela técnica de sol-gel . A metodologia empregada foi adaptada da descrita 

por Soares et al. (2006). Inicialmente, 5 mL de TEOS foram dissolvidos em 5 mL de etanol 

absoluto. Após a dissolução, adicionou-se 1,61 mL de água destilada e três gotas do 

catalisador, em uma proporção molar de água e TEOS de 4:1. Foram testados três diferentes 

catalisadores para os suportes (ácido, básico e nucleofílico). O meio ácido foi catalisado com 

ácido clorídrico, o meio básico com hidróxido de amônia e o meio nucleofílico com ácido 

bromídrico. 

Posteriormente, os sistemas reacionais foram submetidos a uma etapa de agitação, em 

agitador orbital (shaker), a 40 °C, 180 rpm, por um período de 90 minutos. Passado este 

período, fez-se a adição de 1 mL da solução enzimática (160 mg.mL-1). Nas amostras para o 

teste do uso do aditivo foram adicionados 1 mL de uma solução do aditivo PEG 1500 na 

concentração de 5 mg.mL-1. Nas bateladas conduzidas em meio ácido e nucleofílico foram 

adicionados 1,75 mL da solução hidrolisante (0,25 mL de hidróxido de amônia dissolvidos em 

1,50 mL de etanol). Posteriormente, os sistemas reacionais foram mantidos em condições 

estáticas por 24 horas para completar a condensação química. Após as 24 horas, o suporte foi 

condicionado em dessecador a vácuo por um novo período de 24 horas para completa 

secagem e evaporação da água. 
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O gel seco incorporado com a enzima, denominado de derivado imobilizado, foi 

pesado, triturado e armazenado para os posteriores testes reacionais. 

 

3.2.1 Caracterização dos derivados imobilizados em xerogel ácido, básico e nucleofílico 

 

Os suportes foram caracterizados por difração de raios X (DRX) (Rigaku, Miniflex II, 

Ka- 1,58 Cu) e análise textural de adsorção/dessorção de N2 (Quantachrome, Nova 2200e). As 

áreas específicas dos materiais sintetizados (derivados xerogel ácido, básico e nucleofílico, 

com e sem aditivo) foram determinadas com o uso do método BET (BRUNAUER, 

EMMETT, TELLER, 1938). O volume e o diâmetro médio dos poros foram calculados pelo 

método de BJH (RAMOS et al., 1998). Para a análise da área superficial, previamente, as 

amostras foram submetidas a um tratamento térmico a 60 °C, sob vácuo, para eliminar toda a 

água existente no interior dos poros do sólido. A análise foi realizada sob temperatura 

constante a 77 K (-196 °C). 

 

3.2.2 Determinação da atividade de esterificação 

 

As atividades de esterificação foram determinadas na solução enzimática (enzima 

livre) e nos derivados imobilizados. 

A atividade de esterificação foi quantificada através da reação de síntese de oleato de 

etila utilizando ácido oleico e álcool etílico na razão molar de 1:1 (mistura padrão), conforme 

descrito por Ferraz et al. (2012). A reação foi iniciada pela adição da enzima imobilizada ou 

livre (aproximadamente 0,1 g) em 5 mL da mistura padrão. A reação foi conduzida em frascos 

de vidro fechados a 40 °C, em agitador orbital a 160 rpm, durante 40 minutos. Alíquotas de 

500 µL foram retiradas do meio reacional em triplicata. A cada amostra foram adicionados 15 

mL de uma solução de acetona-etanol (1:1) (v/v) para paralisar a reação. A quantidade de 

ácido oleico consumido foi determinado por titulação com NaOH 0,05 M até o meio atingir 

pH 11. Os ensaios dos brancos das amostras continham 500 µL da mistura padrão e 15 mL da 

solução de acetona-etanol. 

Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de enzima que 

consome 1 µmol de ácido graxo por minuto, calculada pela Equação 4. 

 



37 
 

( )
c

fab

Vmt

VMVV
AE

××
×××−

=
1000

     Equação 4 

Onde: 

AE : Atividade de esterificação (U/g); 

Va : Volume de NaOH gasto na titulação da amostra retirada após 40 minutos (mL); 

Vb : Volume de NaOH gasto na titulação da amostra do branco (mL); 

M : Molaridade da solução de NaOH;  

Vf : Volume final de meio reacional (mL); 

t : Tempo (minutos); 

m : Massa da solução enzimática ou do suporte utilizado (g); 

Vc : Volume da alíquota do meio reacional retirada para titulação (mL). 

 

3.2.3 Avaliação das propriedades do derivado imobilizado  

 

A fim de avaliar as propriedades da enzima lipase imobilizada (derivado) foram 

realizadas a determinação do rendimento de imobilização, o estudo referente as estabilidades 

de estocagem e térmica, influência da temperatura na reação de esterificação e estabilidade 

operacional de reuso. 

 

3.2.3.1 Determinação do rendimento da imobilização  

 

O rendimento do derivado imobilizado foi calculado a partir da Equação 5: 

100(%) x
AA

AT
R =

        Equação 5 

Onde: 

AT: Atividade de esterificação total do derivado; 

AA: Atividade de esterificação total presente na massa de enzima livre adicionada na 

imobilização. 

 

3.2.3.2 Estabilidade de estocagem 

 

A estabilidade de estocagem dos derivados imobilizados e da enzima livre foram 

realizadas a temperatura ambiente (≈ 20-25 °C) e em refrigeração em geladeira (≈ 4 °C). A 
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atividade foi acompanhada semanalmente, por um período de 200 dias. Os resultados foram 

apresentados em porcentagem da atividade residual, calculadas pela Equação 6: 

100(%)
0

x
Atividade

Atividade
AR

i

=
     Equação 6 

Onde: 

Atividaden: Atividade de esterificação no tempo “i”  

Atividade0: Atividade de esterificação no tempo inicial  

 

3.2.3.3 Estabilidade térmica 

 

A estabilidade térmica do derivado imobilizado e da enzima livre foram realizadas 

pela reação de esterificação em amostras incubadas em estufa nas temperaturas de 40, 60 e 80 

°C durante 1 hora. Após 1 hora de incubação foram realizadas as medidas das atividade de 

esterificação a 40 °C. Os resultados de atividade foram comparados com os da atividade 

inicial. 

 

3.2.3.4 Influência da temperatura na reação de esterificação 

 

Considerando que a temperatura do meio reacional também pode influenciar na 

atividade da enzima, foram conduzidos ensaios de esterificação empregando temperaturas 

reacionais de 30 °C, 40 °C e 50 °C por 40 minutos, 160 rpm em uma razão molar de 1:1 

(álcool: ácido) na enzima livre e no derivado imobilizado.  

 

3.2.3.5 Estabilidade operacional (reusos) 

 

Devido à falta de uma metodologia definida na literatura, a estabilidade operacional do 

reuso foi realizada de 3 formas distintas. Estes procedimentos foram realizados no final de 

cada ciclo de reação, no qual, o produto (fase líquida) foi removido com uma pipeta e foi 

mantido a fase sólida (derivado imobilizado). As reações foram repetidas até o derivado 

chegar a uma atividade residual maior ou igual a 50 % da atividade inicial. 

 

i) modo contínuo: após os 40 minutos de reação, o meio reacional foi removido do 

sistema, fez-se nova adição da solução padrão (ácido oleico e etanol), levou-se a amostra para 

nova reação.  
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ii) contínuo lavado com hexano: após a remoção do meio reacional, o derivado 

imobilizado foi submetido a uma etapa de lavagem com hexano (2 vezes com 2 mL de 

hexano). Após, o meio foi centrifugado a 5000 rpm. Retirou-se o hexano sobrenadante, 

deixou-se o derivado em estufa a 40 °C por aproximadamente 1 hora para a evaporação do 

solvente residual. Posteriormente, as mesmas quantidades de solução padrão foram 

adicionadas ao derivado para a próxima reação; 

iii) reuso a cada 24 horas: as reações foram conduzidas a cada 24 horas, mantendo o 

imobilizado armazenado em geladeira, no próprio meio reacional já esterificado. No inicio de 

cada ciclo fez-se a substituição do meio pela mistura reacional padrão.  

 

3.3 INFLUÊNCIA DA MASSA DE ENZIMA E DE ADITIVO PEG 1500 NO 

RENDIMENTO DO DERIVADO IMOBILIZADO 

 

Diversos trabalhos descrevem um melhoramento significativo na atividade e 

estabilidade de enzimas imobilizadas, quando o procedimento de imobilização é realizado em 

presença de aditivos (GONÇALVES et al., 1999; SOARES et al., 2003; ROCHA et al; 1998).  

Desta forma, para avaliar a influência da massa de enzima e de aditivo PEG 1500 em 

relação ao rendimento do suporte imobilizado da enzima lipase foi realizado um planejamento 

fatorial 22 com triplicata do ponto central. As variáveis (massa de enzima e massa do aditivo 

PEG 1500) foram avaliadas para os derivados imobilizados catalisados em meio ácido e 

nucleofílico. A Tabela 2 apresenta os valores reais e codificados testados no planejamento. 

 

Tabela 2 - Variáveis reais e codificadas testadas no Planejamento 22 com repetição no ponto central. 

Experimento X1 X2 

1 -1 (0,05) -1 (0) 
2 +1 (0,25) -1 (0) 
3 -1 (0,05) +1 (0,05) 
4 +1 (0,25) +1 (0,05) 
5 0 (0,15) 0 (0,025) 
6 0 (0,15) 0 (0,025) 
7 0 (0,15) 0 (0,025) 

X1: massa de enzima (g); X2: massa de aditivo (g); 

 

Os resultados para o rendimento de imobilização obtidos nos planejamentos foram 

analisados através de Análise de Variância e Metodologia de Superfície de Resposta 

utilizando-se o módulo Experimental Design do Software Statistica 6.0.  
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3.4 DETERMINAÇÃO DA CONVERSÃO DA REAÇÃO PARA PRODUÇ ÃO DE 

ÉSTERES AROMATIZANTES 

 

3.4.1 Procedimento experimental para a reação de esterificação 

 

Esta etapa foi realizada em 25 mL de uma mistura reacional de ácido acético e álcool 

isoamílico. A razão molar empregada foi de 3:1. Após dissolução completa dos reagentes, a 

enzima imobilizada juntamente com a peneira molecular 4A foram adicionadas aos substratos 

e conduzidas à reação. 

O experimento foi realizados em agitador orbital (shaker), com agitação constante de 

150 rpm e temperatura de 30 °C. O termíno reação deu-se após 6 horas, onde posteriormente 

o biocatalisador foi removido do sistema reacional por filtração, com papel filtro, sendo a fase 

líquida encaminhada para análise cromatográfica. 

 

3.4.2 Determinação da conversão de aromas 

 

A quantificação do acetato de isoamila foi determinado por cromatografia gasosa em 

equipamento Shimadzu GC-2010. A análise foi realizada utilizando coluna capilar RTX-

WAX restek (30m x 250 µm i.d.), 0,25 µm de espessura de filme, detector FID, com a 

seguinte programação de temperatura: 40 °C (5 minutos); 40-180 °C (10 minutos); 180 °C (5 

minutos), temperatura do injetor 250 ºC, detector a 275 °C, modo de injeção split, razão de 

split 50:1, gás de arraste H2 (56 KPa), volume injetado 0,4 µL de amostra diluída em 

diclorometano (1:10). A determinação da conversão das reações foi feita acompanhando a 

redução na área do sinal do agente limitante, ou seja, o álcool, em relação ao branco. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 IMOBILIZAÇÃO DA ENZIMA LIPASE EM DERIVADOS XERO GEL ÁCIDO, 

BÁSICO E NUCLEOFÍLICOS OBTIDOS PELA TÉCNICA DE SOL- GEL 

 

A Tabela 3 apresenta o peso (g) dos derivados imobilizados xerogel ácido, básico e 

nucleofílico, com e sem a presença de aditivo PEG 1500.  

 

Tabela 3 - Massa dos xerogéis ácido, básico e nucleofílico após secagem completa.  

Xerogel Imobilizado 
Média da massa do Suporte 

(g) ± Desvio Padrão 
Ácido 2,04 ± 0,09 

Ácido com aditivo 2,35 ± 0,16 
Básico 1,17 ± 0,12 

Básico com aditivo 1,36 ± 0,13 
Nucleofílico 1,93 ± 0,08 

Nucleofílico com aditivo 2,45 ± 0,31 
 

As massas dos derivados imobilizados variaram entre 1,17 a 2,45 g. A principal 

diferença foi observada para os derivados conduzidos em meio básico, os quais apresentaram 

uma massa aproximadamente 50 % inferior aos demais derivados. Também, observa-se que 

as formulações conduzidas empregando o PEG, independente do catalisador, apresentaram 

uma massa de derivado um pouco superior em relação aos ensaios conduzidos sem a adição 

do PEG. 

Esta tendência nos valores observados para as massas está vinculado ao pH em que é 

conduzida a síntese, o qual é influenciado pelo tipo de catalisador empregado. Na hidrólise 

catalisada pelo ácido (HCl) e pelo nucleófilo (HBr), ambos de caráter ácido, devido a reação 

eletrolítica, a velocidade da condensação é maior que a de hidrólise, o que leva à formação de 

géis que após a secagem formam uma matriz densa, de baixo volume de poro, dificultando a 

eliminação do solvente do derivado e, consequentemente, gerando maior massa final. Ao 

contrário, sob condições básicas, a condensação ocorre preferencialmente entre oligômeros 

altamente ramificados, conduzindo à formação de géis particulados que, após secagem, 

produzem materiais menos densos, com alta porosidade (BRINKER, 1988; BRINKER e 

SCHERER, 1990; BUCKLEY e GREENBLATT, 1994; JOSÉ e PRADO, 2005), ou seja, um 

material com propriedades facilitadoras da eliminação do solvente da estrutura dos derivados 

na etapa de secagem, proporcionando assim uma menor massa do derivado final. 
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4.2 CARACTERIZAÇÃO DOS DERIVADOS IMOBILIZADOS EM XE ROGEL 

ÁCIDO, BÁSICO E NUCLEOFÍLICO OBTIDOS PELA TÉCNICA D E SOL-GEL 

 

4.2.1 Difração de raios X (DRX) 

 

A Figura 7 apresenta as difratogramas de raios X para os derivados ácido, básico e 

nucleofílico na presença da enzima lipase de Candida antarctica B obtidos pela técnica de 

sol-gel. 

 

Figura 7 - Difratogramas de raios X dos derivados imobilizados na presença da enzima CAL B: (a) suporte 
ácido, (b) suporte básico e (c) suporte nucleofílico. 

 
 

De acordo com a Figura 7, os suportes obtidos na presença da enzima CAL B não 

apresentaram picos característicos de materiais cristalinos, e sim, halos na região 

compreendida entre 15 – 30 o (2 θ), os quais são característicos de materiais sem ordenação 

cristalina, ou seja, de materiais amorfos.  

A estrutura amorfa do derivado foi descrito por Hench et al. (1992), no qual relatam 

que as reações de hidrólise e condensação do monômero de silício em presença de um 

catalisador ácido ou básico atuam como agente de ligação cruzada com a formação da 

estrutura amorfa SiO2 , na qual o reticulado tridimensional é formado ao redor da enzima. 
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4.2.2 Isotermas de adsorção e dessorção de N2 

 

A caracterização da porosidade de matrizes hidrofóbicas e de biocatalisadores 

imobilizados é uma questão complexa quanto à porosidade total, o tamanho dos poros e a 

distribuição de tamanho dos poros. Os métodos baseados na adsorção de gás, são as mais 

convenientes para o estudo das propriedades porosas de materiais sólidos, através de 

medições volumétricas das quantidades de gás adsorvido (SOUZA et al., 2012).  

As isotermas de adsorção-dessorção de N2, área superficial específica, volume de 

poros específico (Vp) e diâmetro (dp) das matrizes hidrofóbicas e biocatalisadores 

imobilizados foram determinados a partir de medições de adsorção-dessorção de nitrogênio, 

que é um método utilizado para a caracterização de materiais microporosos e mesoporosos. A 

análise textural mostra os resultados em relação à área de superfície específica (método BET), 

volume de poros e diâmetro médio dos poros para as matrizes de sol-gel e os seus derivados 

(SOUZA et al., 2012). 

A Figura 8 apresenta as análises texturais realizadas para os derivados ácido, básico e 

nucleofílico obtidos com e sem o uso do aditivo PEG 1500 sintetizados pela técnica de sol-

gel. Dados de literatura mostram que o volume médio dos poros e da área específica sofrem 

uma influência quando utilizado o aditivo PEG 1500 (SOUZA et al., 2012).  

De acordo com Figura 8 os xerogéis imobilizados ácido e nucleofílico, independente da 

presença ou não de aditivos, apresentaram isotermas do tipo IV, que são tipicamente exibida 

pelos sólidos mesoporosos. Para os xerogéis básicos, com e sem o uso do aditivo, 

apresentaram isoterma do tipo II, características de adsorventes não porosos ou macro porosos 

(GREGG e SING, 1982). 

Para os derivados obtidos, as isotermas apresentam caminhos diferenciados quando 

comparados à adsorção com a dessorção. Este fenômeno é conhecido por histerese. Pode-se 

observar que para os xerogéis ácido e nucleofílico, com e sem o uso de aditivo, as histereses 

são do tipo H2 e para o xerogel básico, com e sem a presença de aditivo, a histerese é do tipo 

H3. O tipo H2 está associado com uma estrutura mais complexa, no qual a distribuição do 

tamanho de poro e a forma não estão bem definidas. O tipo H3 não exibe qualquer adsorção 

limitante em altas pressões relativas. Esta é uma evidência clara de que os adsorventes não 

possuem estruturas com mesoporosidade bem definida (GUAN-SAJONZ et al., 1997). 
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Figura 8 - Análise textural de adsorção/dessorção de N2 para os derivados xerogel ácido, básico e nucleofílico 
com e sem o uso do aditivo PEG 1500. 

  

Derivado imobilizado nucleofílico Derivado imobilizado nucleofílico com PEG 

  

Derivado imobilizado ácido Derivado imobilizado ácido com PEG 

  

Derivado imobilizado básico Derivado imobilizado básico com PEG 
 

Na imobilização de uma enzima, a morfologia do poro é fundamental, pois o poro deve 

ser suficientemente grande para permitir a acomodação da enzima e o livre acesso do 

substrato, mas quanto maior o poro menor a área superficial do suporte e, consequentemente, 

menor o número de sítios disponíveis para a ligação da enzima (MESSING, 1975). 

Souza et al. (2012), apresentaram isoterma tipo IV para a sílica pura e para o derivado 

imobilizado ácido com e sem o uso de Aliquat como aditivo, classificando o material como 

mesoporoso. Os resultados observados para a sílica pura e derivado sem aditivo para 

adsorção-dessorção de concorrer com os das isotérmicas com loops de histerese H2, o que 
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caracteriza os materiais mesoporosos. No entanto, nas amostras contendo o aditivo Aliquat , o 

volume adsorvido foi maior do que em sílica pura. Para os derivados imobilizados, as 

isotermas foram do tipo isotérmicas IV com ciclos de histerese H4. 

A Tabela 4 apresenta as áreas específicas, os volumes médio dos poros dos derivados 

imobilizados (xerogel) em meio ácido, básico e nucleofílico com e sem a presença de aditivo 

PEG 1500. 

 

Tabela 4 - Características dos xerogéis imobilizados em meio ácido, básico e nucleofílico com e sem o uso 
do aditivo PEG 1500. 

Xerogel Área específica 
(m2.g-1) 

Volume médio dos 
poros (cm3.g-1) 

Ácido 218 49,98 
Ácido com PEG 222 51,12 

Básico 204 46,93 
Básico com PEG 162 37,14 

Nucleofílico 284 65,22 
Nucleofílico com PEG 141 32,30 

 

É possível observar na Tabela 4 que para os suportes sintetizados via catálise ácida, a área 

específica, assim como o volume médio dos poros são similares em relação a presença ou não 

do aditivo PEG. Para os demais derivados (básico e nucleofílico) observa-se uma redução da 

área específica (entre 20 e 50 %) para o derivado sintetizada com PEG em relação ao sem 

PEG Esta diminuição da área relacionada a presença do PEG pode estar relacionada ao fato de 

o mesmo estar obstruindo poros. Um percentual de redução similar foi observado em relação 

ao volume médio dos poros. 

Souza et al. (2012), utilizando líquidos iônicos como aditivos, obtiveram sílicas com área 

superficial de 278 m².g-1. Com o aumento a concentração de aditivo nas amostras 

imobilizadas ocorreu uma modificação da estrutura porosa e os valores da área específica e 

volume de poros diminuíram. 

Esta modificação estrutural causada pela adição de aditivos também foi relatada por Zhou 

(2005) que relacionou a modificação à formação de pontes de hidrogénio entre o ânions dos 

aditivos e os grupos silanol de sílica. Vila Real et al. (2011), utilizaram aditivos na 

imobilização de α-Rhamnosidase and β-glucosidase em matrizes sol-gel e relataram que a 

adição de líquidos iônicos no processo sol-gel desempenhou um papel importante na 

formação de matrizes mesoporosas .  

Contrariamente, Souza et al. (2010), relataram que a adição de Aliquat 336 (um sal 

quaternário) como aditivo durante o processo de imobilização pela técnica de sol-gel da lipase 
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de Bacillus sp . ITP-001 modificou a estrutura porosa dos derivados imobilizados, tais como 

um aumento do tamanho dos poros, da área específica e do volume dos poros. Na literatura, é 

também relatado que o uso de aditivos na imobilização, pode reduzir a lixiviação da enzima 

utilizada em reatores diferentes (HARA et al., 2008). 

 

4.3 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE ESTERIFICAÇÃO E DO  RENDIMENTO 

DA IMOBILIZAÇÃO DA ENZIMA LIPASE EM SUPORTE XEROGEL  PELA 

TÉCNICA SOL-GEL  

 
A Tabela 5 apresenta a massa de enzima e a atividade de esterificação teórica 

adicionada na imobilização, a massa do derivado obtido, a atividade do derivado por grama, a 

atividade de esterificação total do derivado e os rendimentos obtidos da imobilização de 

xerogel ácido, básico e nucleofílico com e sem o uso do aditivo PEG 1500.  

 

Tabela 5 - Rendimento da imobilização da enzima lipase de Candida antarctica B (CAL B) em xerogel 
ácido, básico e nucleofílico com e sem o uso do aditivo PEG 1500. 

Enzima Adicionada Enzima imobilizada 

Xerogel ME (g) AA (U/g) PS (g) AE (U/g) AT (U) R (%) 
Ácido 1 779,19 2,16 197,05 425,63 54,62 

Ácido com aditivo 1 779,19 2,54 209,80 532,89 68,39 

Básico 1 779,19 1,17 177,00 207,09 26,58 

Básico com aditivo 1 779,19 1,48 378,78 560,59 71,95 

Nucleofílico 1 779,19 2,03 148,46 301,37 38,68 

Nucleofílico com aditivo 1 779,19 2,76 260,63 719,34 92,32 
ME: massa de enzima; AA: atividade de esterificação total presente na massa de enzima livre adicionada na 
imobilização; PS: peso seco do derivado; AE: atividade de esterificação por grama do derivado; AT: atividade 
total no derivado; R: rendimento do derivado. 
 

De acordo com a Tabela 5 todos os ensaios apresentaram um aumento na massa do 

derivado e na atividade de esterificação com a adição do aditivo PEG 1500 e, 

consequentemente, no rendimento e na atividade total obtida. O xerogel nucleofílico com 

aditivo apresentou atividade de esterificação de 719,34 U/g e 92 % de rendimento, dentre os 

ensaios, foi o que apresentou os melhores resultados. 

Os resultados obtidos demostram que o efeito estabilizante do aditivo (PEG) estão 

coerentes com a literatura, que demonstram um aumento da atividade catalítica quando o 

suporte é tratado com polímeros orgânicos (KEELING-TUCKER et al., 2000; SOARES et al., 

2002). 
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4.4 ESTABILIDADE DO ARMAZENAMENTO DOS DERIVADOS IMO BILIZADOS 

EM XEROGEL ÁCIDO, BÁSICO E NUCLEOFÍLICO 

 

A estabilidade do armazenamento é um dos critérios mais importantes para a aplicação 

da enzima em escala industrial. Os processos com enzimas imobilizadas somente serão mais 

econômicos que os processos com enzima livre, desde que se consiga um tempo de meia vida 

suficientemente longo para a enzima imobilizada, pois neste caso, haveria uma redução no 

custo operacional do processo advindo do menor consumo de enzima, que deveria, além de 

compensar as despesas adicionais com o procedimento de imobilização, ser inferior do que no 

caso da enzima livre (TUMTURK et al., 2006; ZANIN, 1989). 

A Figura 9 corresponde o comportamento da atividade de esterificação residual para 

os derivados imobilizada no meio ácido, básico e nucleofílico com e sem a adição de aditivo 

(PEG 1500), armazenados a temperatura ambiente. 

 

Figura 9 - Atividade de esterificação residual da lipase imobilizada e armazenada em temperatura ambiente. 

 
Independente da presença ou não do aditivo PEG, os derivados imobilizados básico e 

nucleofílico apresentaram atividades residuais superiores aos derivados imobilizados em meio 

ácidos. Considerando o mesmo derivado, observam-se tendências distintas em função da 

presença ou não de PEG. Os derivados imobilizados ácido e básico apresentaram maiores 

tempos de meia vida para as amostras sintetizadas sem o PEG, sendo que destes a maior 

diferença (de 7 para 28 dias, ou seja, 300 %) é observada para o meio ácido. Tendência 

contraria foi observada para o derivado nucleofílico. Para este derivado, o sintetizado na 
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presença de PEG, com 42 dias, foi o que apresentou o maior tempo de meia vida. A enzima 

livre teve um tempo de meia vida armazenada em temperatura ambiente de 14 dias, ou seja, 

menor que a maioria dos derivados testados. 

Quando armazenados em refrigeração na geladeira (Figura 10) os derivados 

apresentaram tendência similar aos obtidos quando do armazenamento em temperatura 

ambiente, ou seja, os derivados básicos e nucleofílico, apresentaram maiores tempos de meia 

vida em relação ao derivado ácido. 

 

Figura 10 - Atividade de esterificação residual da lipase imobilizada e armazenada em refrigeração. 
 

 
 

Entre os derivados, o básico sem aditivo e nucleofílico com aditivo, com 203 dias de 

armazenamento, foram os que apresentaram os melhores resultados. O derivado básico e o 

nucleofílico apresentaram tendências distintas em função ao uso do aditivo PEG. No derivado 

básico, a ausência do PEG proporcionou um maior (≈ 500 %) tempo de meia vida em relação 

ao com o uso do PEG. Os derivados nucleofílicos com PEG foram os que apresentaram os 

maiores tempos de maia vida. Os derivados ácidos, com tempos de meia vida de 7 dias (sem 

PEG) e 14 dias (com PEG) foram os que apresentaram os resultados menos promissores. A 

enzima livre apresentou um tempo de meia vida de 14 dias na geladeira. 

Estes resultados demonstraram a potencialidade da metodologia proposta 

considerando o derivado básico e nucleofílico, que foram os que apresentarem tempos de 

meia vida superiores ao da enzima livre. Em relação ao aditivo, não se observa a mesma 
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tendências, mas sim, comportamentos distintos são observados para os derivados básicos e 

nucleofílicos, o que demonstra a necessidade da otimização do sistema.  

Em relação à temperatura de armazenamento, os maiores tempos de meia vida, com 

203 dias, foram observados para as amostras correspondentes aos derivados básico sem PEG 

e nucleofílico com PEG, armazenados em refrigeração. 

Em função dos resultados dos derivados ácidos não terem sido satisfatórios, com 

tempos de meia vida similares ou inferiores aos observados para a enzima livre, optou-se por 

não testá-lo no decorrer do trabalho.  

A capacidade para ser armazenada durante um período maior a uma determinada 

temperatura é um dos principais fatores a serem considerados quando se utiliza lipases 

imobilizadas. Neste contexto, com uma atividade residual de aproximadamente 100 % por 

203 dias, o derivado básico sem PEG e nucleofílico com PEG, se destacam em relação aos 

resultados observados na literatura.  

Soares et al. (2006), demonstram que a lipase imobilizada em sol-gel com a adição de 

PEG 1500 apresentou tempo de meia vida de 94 dias. Lipase imobilizada por ligação 

covalente em sol-gel (BRAGA et al., 2005) apresentaram uma redução de sua atividade em 

apenas 10 % no período de 30 d e 23 % após 60 dias. Buisson et al. (2001), observaram para a 

lipase de Rhizomucor miehei imobilizada em sistemas de sol-gel, uma atividade residual de 91 

% após 3 meses de armazenamento em meio aquoso. Yilmaz et al. (2010; 2011), observou 

que as lipases de Candida rugosa imobilizadas em matriz sol-gel mantinham uma atividade 

residual de ≈ 90 % por 50 dias quando armazenadas a 4 oC enquanto a enzima livre, após 12 

dias apresentou 15 % da atividade residual. 

 

4.5 ESTABILIDADE TÉRMICA 

 

A Figura 11 apresenta as atividades residuais de esterificação referentes a estabilidade 

térmica para os derivados básicos e nucleofílicos com e sem PEG ativados a temperaturas de 

40, 60 e 80 °C em estufa por um período de 60 minutos. 
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Figura 11 - Atividade residual em diferentes temperaturas de contato durante 60 minutos. 
 

 

De acordo com a Figura 11 todos os ensaios apresentaram a mesma tendência, de 

redução da atividade residual com o aumento da temperatura. Fica evidente que a estabilidade 

térmica dos derivados frente à enzima solúvel, é melhor na maioria dos imobilizados. A 

enzima na sua forma solúvel, apresenta certa flexibilidade, o que faz com que seu sítio ativo 

sofra mudanças conformacionais, estas, muitas vezes irreversíveis, tornando-a inativa. 

Quando imobilizada, ela se encontra numa forma mais rígida, devido as suas ligações com o 

suporte. Essa rigidez diminui a flexibilidade da enzima, e mantem a forma do sítio ativo, que 

é responsável por sua atividade catalítica (SILVA, 2007). 

Entre os derivados, os com adição de PEG 1500 apresentaram os maiores valores de 

atividade residual em todas as temperaturas. A 80 °C, os únicos suportes a apresentarem 

atividade residual foram os básicos, com e sem o aditivo com atividade residual de 38 % e 20 

%, respectivamente. Quando comparado os derivados imobilizados com a enzima livre, o 

derivado básico com e sem aditivo, em todas as temperaturas estudadas, apresentou maior 

atividade residual.  

Carvalho et al. (2013) relataram que a enzima de Bacillus sp. ITP 001 imobilizada em 

matriz sol-gel teve 55 % de sua atividade inicial a 37 °C e menor que 50 % a 60 °C após 60 

minutos de contato. Lipase de Candida rugosa foram imobilizadas em matriz sol-gel e 

incubadas por 2 horas a 60 °C. A enzima livre perdeu completamente sua atividade em 80 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

inicial (4°C) 40 °C  60 °C  80 °C

A
tr

iv
id

a
d

e
 R

e
si

d
u

a
l 

(%
)

Básico com PEG Básico sem PEG Nucleofílico com PEG Nucleofílico sem PEG Enzima livre



51 
 

minutos a 60 °C, enquanto a enzima imobilizada manteve 54 % da atividade residual em 120 

minutos a 60 °C (YILMAZ et al., 2010). 

Souza (2013), para a enzima CAL B imobilizada em nano-partículas magnéticas 

observou uma perda de atividade de 20 % após 10 minutos a 60 °C. Nestas mesmas condições 

a enzima livre perdeu mais de 70 % de sua atividade inicial. 

Lipases de Candida rugosa livre e imobilizada em quitosana por ligação covalente, 

foram incubadas a 50 °C por Simões et al. (2011). A lipase na forma livre apresentou 20 % da 

atividade residual após 60 minutos de incubação, enquanto a lipase na forma imobilizada 

manteve 60 % da atividade inicial nesse mesmo período de tempo. Esses dados indicam que o 

procedimento de imobilização atuou no sentido de aumentar a estabilidade térmica da enzima. 

Para que uma enzima tenha potencial para aplicação industrial um requisito importante 

é a estabilidade térmica, já que muitos processos utilizam temperatura na faixa de 40 a 50ºC 

(CARVALHO et al., 2013). 

 

4.6 INFLUÊNCIA DA TEMPERATURA NA REAÇÃO DE ESTERIFI CAÇÃO 

 

A Figura 12 apresenta a atividade de esterificação empregando temperaturas 

reacionais de 30, 40 e 50 °C na reação de síntese de oleato de etila. 

 

Figura 12 - Atividade de esterificação em diferentes temperaturas na reação de síntese. 
 

 

Tendências distintas em termos de atividade são observadas entre os derivados (Figura 

12). Para os derivados nucleofílicos observa-se uma diminuição na atividade com o aumento 
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da temperatura. Para os derivados básicos observa-se um aumento da atividade quando a 

temperatura passa de 30 para 40 °C seguido de uma diminuição da mesma quando a 

temperatura passa para 50 °C. Em todas as temperaturas os derivados com PEG, em relação 

aos sem PEG, foram os que apresentaram as maiores atividades. Entre eles o nucleofílico foi o 

que apresentou as maiores atividades nas temperaturas de 30 e 40 °C. 

A enzima livre apresentou uma tendência de aumento de atividade com o aumento da 

temperatura para a região estudada, sendo que a 50 °C, sua atividade de esterificação (615 

U/g) foi superior a dos derivados imobilizados para esta temperatura. 

Ainda, de acordo com a Figura 12, o derivado nucleofílico, com e sem PEG, foi o que 

apresentou as maiores conversões a 30 °C. Estes resultados indicam que a enzima imobilizada 

não precisa de altas temperaturas (energia) para catalisar a reação de oleato de etila. Observa-

se que as maiores atividades de esterificação foram para os derivados nucleofílicos com e sem 

aditivo a 30 °C, que corresponderam a atividade de 1065,2 e 887,8 U/g, respectivamente, 

enquanto que a atividade máxima da enzima livre foi de 615,18 U/g, porém a 50 °C. 

Zhong et al. (2013), avaliou o efeito da temperatura (entre 10 e 60 °C) sobre a 

atividade de esterificação em ácido oleico e etanol (1:1) para a lipase de Candida sp. 99-125. 

Os melhores resultados foram obtidos a 25 °C, sugerindo um efeito negativo da temperatura 

sobre a atividade. 

 

4.7 ESTABILIDADE OPERACIONAL (REUSO) 

 

A reutilização de enzimas em mais de um ciclo de reação é um dos principais 

objetivos da imobilização, este fato é importante para as enzimas devido ao seu preço 

elevado, visto que, o custo da enzima é um dos principal problema quando se refere a sua 

aplicação industrial.  

Normalmente, considera-se que uma enzima pode ser reutilizada até a sua atividade 

seja maior ou igual a 50 % do valor da atividade inicial. 

A possibilidade de reutilizar a lipase de Candida antarctica B imobilizada foi 

determinada por reações de síntese de oleato de etila empregando três diferentes métodos de 

reusos: Reuso contínuo, contínuo lavado com hexano e a cada 24 horas, apresentados nas 

Figuras 13, 14 e 15, respectivamente. 
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Figura 13 - Atividade residual do reuso contínuo. 

 
 

De acordo com a Figura 13, para o método contínuo, os derivados com PEG 

apresentaram melhores resultados do que os sintetizados na ausência do PEG, sendo que o 

derivado básico com 5 reusos foi o que apresentou os melhores resultados. Os resultados 

referentes ao reuso contínuo lavado com hexano (Figura 14) apresentam similaridade de 

tendência e valores, aos observados para o reuso contínuo. O único derivado a apresentar mais 

de um reuso (com 3 reusos) foi o básico com PEG.  

 

Figura 14 - Atividade residual do reuso continuo lavado com hexano. 

 
 

Para o reuso a cada 24 horas (Figura 15) o derivado básico apresentou um número 

maior de reciclos do que o derivado nucleofílico, sendo mais indicado para esse método de 

reuso. 
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Figura 15 - Atividade residual do reuso a cada 24 horas. 

 
 

Para ambos os derivados, a presença do PEG não apresentou efeito, ou seja, os 

derivados com e sem PEG apresentaram o mesmo número de reusos, os básicos com 7 reusos 

e os nucleofílicos com 3 reusos cada.  

Independentemente do tipo de reuso o maior número de repetições foi observado para 

o suporte básico com PEG. Dentre os reusos, o método com maior reusos foi o conduzido a 

cada 24 horas. 

Cabe ressaltar que o decréscimo da atividade na catálise com consequência da redução 

da atividade residual pode estar relacionada à perda do suporte durante o processo, uma vez 

que o mesmo apresenta-se na forma de pó finamente dividido, o que dificulta sua recuperação 

para o reuso seguinte. Este fato pode justificar o menor número de reusos observados para o 

ensaio conduzido com lavagem de hexano. 

Diversos trabalhos de pesquisa focada em melhorar a estabilidade e a reutilização de 

enzimas imobilizadas, possibilitaram a sua aplicação em escala industrial. Hara et al. (2008) 

mostrou que a lipase Amano PS de Burkholderia cepacia imobilizada por aprisionamento em 

sol-gel, com 8 reusos, apresentou uma boa capacidade de reutilização à temperatura ambiente. 

Resultados semelhantes foram obtidos por Yilmaz et al., (2011 e 2010) para a lipase 

de Candida rugosa, a qual permitiu sua reutilização por 5 vezes a 30 °C. Souza et al., (2012) 

conseguiu 3 reusos para a lipase de Bacillus sp. imobilizada pela técnica de sol-gel usando 

Aliquat 336 como aditivo. Carvalho (2011) e Simões et al. (2011), descreveram que a 

estabilidade operacional da atividade de esterificação foi menor que 50 % da atividade inicial 
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após o segundo uso da lipase de Bacillus sp. ITP-001 imobilizada em matrizes hidrofóbicas 

pela técnica sol-gel.  

 

4.8 AVALIAÇÃO DA INFLUÊNCIA DA MASSA DE ENZIMA E DE  ADITIVO PEG 

1500 NO RENDIMENTO DO DERIVADO IMOBILIZADO 

 

Considerando os resultados anteriores e visando avaliar os efeitos da variáveis massa 

de enzima e massa do aditivo PEG no processo de imobilização, realizou-se um planejamento 

experimental para os derivados catalisados em meio básico e nucleofilico. 

 

4.8.2 Planejamento de experimento para o derivado básico 

 

A Tabela 6 apresenta os ensaios realizados para os diferentes valores de massas de 

enzima e aditivo PEG 1500 testadas no Planejamento Fatorial 22, as variáveis codificadas (X1 

e X2), assim como os resultados obtidos na imobilização.  

 

Tabela 6 - Matriz de experimentos do Planejamento Fatorial 22 com três pontos centrais e os resultados 
obtidos da imobilização da enzima lipase de Candida antarctica B (CAL B) pela técnica de sol-gel. 

Experimento X1 X2 AI MS AAI ATS RI 
1 -1 (0,05) -1 (0) 229,69 1,84 496,88 422,63 85,06 
2 +1 (0,25) -1 (0) 831,42 2,35 2484,38 1953,84 78,64 
3 -1 (0,05) +1 (0,05) 1032,61 1,42 496,88 1466,31 295,10 
4 +1 (0,25) +1 (0,05) 987,15 3,31 2484,38 3267,47 131,52 
5 0 (0,15) 0 (0,025) 1379,72 1,88 1490,63 2593,87 174,01 
6 0 (0,15) 0 (0,025) 1349,30 2,01 1490,63 2712,09 181,94 
7 0 (0,15) 0 (0,025) 1359,46 1,93 1490,63 2623,76 176,02 

X1: massa de enzima (g); X2: massa de aditivo (g); AI: Atividade do suporte imobilizado (U/g de 
suporte); MS: Massa do suporte imobilizado (g); AAI: Atividade adicionada na imobilização (U/g); ATS: 
Atividade total do suporte (U); RI: Rendimento do imobilizado (%). 

 

Pode-se observar na Tabela 6 que fixando a quantidade de PEG e variando a massa de 

enzima (0,05 para 0,25 g) ocorre um decréscimo do valor da atividade inicial (AI), da 

atividade total do suporte (ATS) e consequentemente, o decréscimo do rendimento do 

imobilizado (RI). Quando se fixa os valores de enzima e varia-se a quantidade de aditivo PEG 

ocorre um aumento da atividade inicial (AI), da atividade total do suporte (ATS) e, 

consequentemente, do rendimento (RI). Para os experimentos 1 e 3 a atividade total do 

suporte aumentou de 422,2 para 1464,5 U/g e nos experimentos 2 e 4 as atividades totais 

variaram de 1.951,3 para 3.271,4 U/g respectivamente. 
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Os rendimentos maiores que 100 %, foram observados nos ensaios 3, 4, 5, 6 e 7. O 

maior rendimento, com 294,75 %, foi observado no ensaio conduzido empregando a menor 

massa de enzima e a maior massa de PEG. O aumento da massa de enzima, independente da 

massa de PEG proporcionou os menores rendimentos, indicando um efeito negativo da massa 

da enzima. Independente da massa de enzima, o emprego do PEG proporcionou um aumento 

do rendimento de imobilização, indicando um efeito positivo do PEG. 

A Tabela 7 apresenta o coeficiente de regressão, o erro padrão, valores de t e p, para o 

rendimento de imobilização a um nível de confiança de 95 %.  

 

Tabela 7 - Coeficiente de regressão e erro padrão, valores de p e t do planejamento do Planejamento 
Fatorial 22 para o rendimento de imobilização em função da massa de enzima e de PEG. 

Fonte de 
variação 

Coeficiente de 
regressão Erro padrão t  p 

Média 160,33 8,59 18,66 0,00 
X1 -42,50 11,37 -3,74 0,03 
X2 65,73 11,37 5,78 0,01 

X1.X2 -39,29 11,37 -3,46 0,04 
   X1: massa de enzima (g); X2: massa de aditivo 

 

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, todos os fatores avaliados para 

a ativação foram estatisticamente significativos (p ≤ 0,05) no se refere ao rendimento de 

imobilização. Observa-se o efeito negativo para a massa de enzima e um efeito positivo para a 

massa de PEG, indicando que um aumento do rendimento é obtido quando se diminui a massa 

de enzima e aumenta-se a massa de PEG.  

 

Tabela 8 - Análise de variância dos resultados obtidos através dos experimentos do Planejamento Fatorial 
22

. 

Fonte de 
variação 

Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio 

Valor F 
calculado 

Regressão 30681,55 3 10227,18 19,79 
Resíduo 1550,56 3 516,85 

Total 32232,11 6     
 R2: 0,95; Ftab: 9,28 

 

A Equação 7 apresenta o modelo codificado de primeira ordem que descreve o 

rendimento de imobilização para o derivado básico em função das variáveis massa de enzima 

e massa de PEG. O modelo foi validado pela análise de variância (Tabela 8), na qual se 

obteve um coeficiente de correlação de 0,95 e o F calculado é maior do que o F tabelado, que 
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permite, desta forma, a construção da superfície de resposta e/ou a curva de contorno 

apresentadas na Figura 16. 

 

Rendimento = 160,33 – 42,50 . X1 + 65,73.X2 – 39,29 . X1.X2   Equação 3 

 

Figura 16 - Superfície de resposta e curva de contorno das variáveis no rendimento do derivado básico nos 
experimentos do Planejamento Fatorial 22

. 

 

 

É possível observar na Figura 16 que a superfície de resposta apresenta o 

comportamento da imobilização em relação ao rendimento. Pode-se observar que a tendência 

para o ponto ótimo de rendimento encontra-se em valores mínimos de massa de enzima e 

valores máximos de aditivo PEG 1500.  

 

4.8.1 Planejamento de experimento para o derivado nucleofílico 

 

A Tabela 9 apresenta os ensaios realizados no experimento obtidos para os diferentes 

valores de massas de enzima e aditivo PEG 1500 testadas no Planejamento Fatorial 22, bem 

como as variáveis codificadas (X1 e X2) e as respostas obtidas na imobilização.  

O suporte nucleofílico apresentou comportamento similar ao suporte básico em 

relação as variáveis estudadas. Quando fixou-se a quantidade de PEG e variou-se a massa de 

enzima de 0,05 para 0,25 g ocorre um decréscimo do valor da atividade inicial (AI), da 

atividade total do suporte (ATS) e do rendimento (RI), sendo que nos últimos esta diferença é 

mais perceptível. Quando fixa-se os valores de enzima e varia-se a quantidade de aditivo PEG 

observa-se um aumento da atividade inicial (AI), da atividade total do suporte (ATS) e do 

rendimento (RI). 
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Tabela 9 - Matriz de experimentos do Planejamento Fatorial 22 com três pontos centrais e os resultados 
obtidos da imobilização da enzima lipase de Candida antarctica B (CAL B) pela técnica de sol-gel. 

Experimento X1 X2 AI MS AAI ATS RI 

1 -1 (0,05) -1 (0) 194,42 2,74 478,13 532,71 111,42 
2 +1 (0,25) -1 (0) 199,77 5,04 2390,63 1006,84 42,12 
3 -1 (0,05) +1 (0,05) 214,49 4,10 478,13 879,41 183,93 
4 +1 (0,25) +1 (0,05) 252,19 6,56 2390,63 1700,29 71,12 
5 0 (0,15) 0 (0,025) 264,73 4,32 1434,38 1143,63 79,73 
6 0 (0,15) 0 (0,025) 257,25 4,19 1434,38 1077,88 75,15 
7 0 (0,15) 0 (0,025) 286,85 3,76 1434,38 1078,56 75,19 

X1: massa de enzima (g); X2: massa de aditivo (g); AI: Atividade do suporte imobilizado (U/g de suporte); MS: 
Massa do suporte imobilizado (g); AAI: Atividade adicionada na imobilização (U/g); ATS: Atividade total do 
suporte (U); RI: Rendimento do imobilizado (%). 
 

Os maiores rendimentos de 111,4 % e 183,9 %, foram observados nos ensaios 1 e 3, 

respectivamente, ou seja, nos ensaios conduzidos com a menor massa de enzima. 

Para este suporte, o aumento da massa de enzima, independente da massa de PEG 

também proporcionou os menores rendimentos, indicando um efeito negativo da enzima. 

Independente da massa de enzima, o emprego do PEG proporcionou um aumento do 

rendimento de imobilização, indicando um efeito positivo do PEG. 

Comportamento semelhante foi descrito por Soares et al. (2003) em que a lipase 

microbiana de Candida rugosa foi imobilizada em sílica de porosidade controlada com o uso 

do aditivo PEG 1500. Os autores observaram uma diminuição do rendimento de 59,5 % para 

41,9 % quando a massa de enzima foi aumentada de 0,1 g e 0,3 g.  

Os valores de rendimento de imobilização dos experimentos 1 e 3 são superiores aos 

encontrados na literatura. Pereira et al. (2003) imobilizaram lipases em quitosana e obtiveram 

um rendimento inferior a 17 %. Bayramoglu et al. (2004) imobilizaram α-amilase em 

membrana porosa obteram rendimentos menores de 80 % em seus trabalhos.  

A Tabela 10 apresenta o coeficiente de regressão, o erro padrão, valores de t e p, para 

o rendimento de imobilização a um nível de confiança de 90 %.  

 

Tabela 10 - Coeficiente de regressão e erro padrão, valores de p e t do planejamento do Planejamento 
Fatorial 22 para o rendimento de imobilização em função da massa de enzima e de PEG. 

Fonte de 
variação 

Coeficiente de 
regressão Erro padrão T p 

Média 91,09 7,25 12,57 0,00 

X1 -45,78 9,59 -4,77 0,02 

X2 25,63 9,59 2,67 0,08 
X1.X2 -10,63 9,59 -1,11 0,35 

         X1: massa de enzima (g); X2: massa de aditivo 
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10, apenas a variável massa de 

enzima mostrou-se significativa ao nível de 95 % de confiança, enquanto o efeito massa de 

aditivo PEG 1500 e a interação entre a massa de enzima e aditivo foram significativo ao nível 

de 90 % de confiança para a faixa experimental avaliada. 

A equação 8 apresenta o modelo codificado de primeira ordem que descreve o 

rendimento de imobilização para o derivado nucleofílico em função das variáveis massa de 

enzima e massa de PEG. O modelo foi validado pela análise de variância (Tabela 11), na qual 

se obteve um coeficiente de correlação de 0,95 e o F calculado é maior do que o F tabelado, 

que permite, desta forma, a construção da superfície de resposta e/ou a curva de contorno 

apresentadas na Figura 17. 

 

Tabela 11 - Análise de variância dos resultados obtidos através dos experimentos do Planejamento Fatorial 
22. 

Fonte de 
variação 

Soma dos 
quadrados 

Graus de 
liberdade 

Quadrado 
médio 

Valor F 
calculado 

Regressão 11461,17 3 3820,39 10,39 
Resíduo 1103,15 3 367,72 

Total 12564,32 6     
    R2: 0,91 Ftab: 5,39 

 

Rendimento = 91,09-45,78.X1+25,63.X2-10,63.X1.X2  Equação 4 

 

Figura 17 - Superfície de resposta e curva de contorno das variáveis no rendimento do derivado nucleofílico nos 
experimentos do Planejamento Fatorial 22. 

 

 

A superfície de resposta apresenta o comportamento da imobilização em relação ao 

rendimento. Pode-se observar que a tendência ao ponto ótimo de rendimento encontra-se em 
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valores mínimos de massa de enzima e valores maiores de aditivo PEG 1500. Resultado 

semelhante ao encontrado na imobilização catalisado em meio básico (Figura 16). 

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam o efeito estabilizante do aditivo PEG 

e estão coerentes com a literatura, a qual atribui o aumento da atividade e, consequentemente, 

do rendimento da imobilização, a provável proteção da enzima contra a agregação ou 

desnaturação devido à presença de silanos utilizados na formação da matriz sílica 

(CARVALHO, 2011; SOARES et al., 2003). 

Resultados similares foram descritos por Villeneuve et al. (2000) em reação de 

transesterificação do ácido esteárico com óleo de palma empregando lipase de Rhizopus spp. 

imobilizada em sílica. Segundo esses autores, o aditivo PEG-1500 serve como “braço” 

espaçador em meio orgânico, facilitando a reação catalisada por enzimas imobilizadas, 

provavelmente devido ao fato deste “braço” minimizar as interações hidrofóbicas e a atração 

eletrostática entre a proteína e o suporte. Provavelmente nos resultados obtidos no presente 

trabalho, o PEG tenha desempenhado um comportamento similar. 

A concentração da enzima na solução de imobilização, ou seja, a carga enzimática 

oferecida para a imobilização, também pode afetar a distribuição da enzima imobilizada no 

suporte. Estudos reportados na literatura indicam que quanto mais concentrada a solução de 

enzima utilizada na imobilização, mais heterogênea apresenta-se a distribuição interna da 

enzima imobilizada, pois, tende a se acumular nas camadas mais superficiais da partícula do 

suporte, o que interfere a quantidade de enzima imobilizada e a medida da atividade 

enzimática do derivado (MENDES et al, 2006; RODRIGUES et al., 2008). 

 

4.9 DETERMINAÇÃO DA CONVERSÃO DA REAÇÃO PARA PRODUÇ ÃO DE 

ÉSTERES AROMATIZANTES 

 

A síntese enzimática de compostos de aroma é mais específica e viável em relação à 

extração química a partir de vegetais, pois independe da estação, clima e variação geográfica 

e não requer grandes quantidades de matéria-prima (RAZAFINDRALAMBO et al., 1994). 

A reação de síntese de acetato de isoamila, o qual caracteriza aroma de banana, foi 

testado nos pontos de maiores rendimentos dos derivados imobilizados básico e nucleofílico, 

que resultaram nas conversões apresentadas na Tabela 12. 
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Tabela 12 - Conversões de acetato de isoamila com o uso dos derivados básico e nucleofílico. 

Suporte Conversão (%) Acetato de isoamila 

Derivados nucleofílico 65,88 

Derivados básico 71,34 

 

Observa-se na Tabela 12 que os derivados apresentaram, nas condições testadas, 

valores próximos de conversão na síntese de acetato de isoamila de 65,8 % e 71 % para o 

derivado nucleofílico e básico, respectivamente. Estes resultados indicam a possibilidade de 

utilização do derivado imobilizado na síntese de outros aromas, porém, é necessário um 

estudo através de um planejamento de experimentos a fim de aperfeiçoar o processo. 

Vários estudos têm demonstrado a obtenção de ésteres sintetizados com altos 

rendimentos utilizando diversas lipases de origem microbiana (NOGALES et al., 2005; 

ROMERO et al., 2007; SHIH et al., 2007). Os ésteres produzidos por síntese enzimática são 

predominantemente obtidos em meios orgânicos com baixo conteúdo de água, mantendo 

assim a conformação ativa da lipase e sua termoestabilidade (BEZBRADICA et al, 2007). 

A máxima porcentagem de esterificação atingida no estudo de Aragão et al. (2009), 

para a síntese de butirato de isoamila foi utilizando 3 g L-1 de Lipozyme TL IM como 

biocatalisador a 30 ºC, 180 rpm, razão molar álcool:ácido 1:1 e concentração do ácido de 

0,06M, alcançando uma conversão superior a 80 % em 48 h. 

Mahapatra et al. (2009) estudaram o efeito da quantidade de enzima na esterificação 

de acetato de n-butila e acetato de n-propila, no qual foi variado a massa de lipase de 

Rhizopus oligosporus imobilizada em gel de sílica reticulada de 2,5 % (1,5 U/mL ) a 30 % (18 

U/mL) (m/v) a 30 ºC. Observou-se que 50 e 56% de conversão molar de síntese pode ser 

alcançada após 24 h de reação a uma concentração de enzima de 25 % (15 U/mL). 
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5 CONCLUSÕES 

 

Foi possível imobilizar a enzima lipase de Candida antarctica B (CAL B) por 

encapsulamento em matriz hidrofóbica obtida pela técnica de sol-gel utilizando três diferentes 

meios de catálise (ácido, básico e nucleofílico), com e sem o emprego do aditivo 

polietilenoglicol (PEG-1500). 

Os experimentos realizados permitiram selecionar a lipase Candida antarctica B 

imobilizada nos xerogeis básico e nucleofílico como os melhores derivados, pois, 

apresentaram melhor estabilidade em armazenamento quando comparados com a enzima livre 

e a enzima imobilizada em xerogel ácido.  

O processo de imobilização proporcionou um aumento na estabilidade térmica, de 

armazenagem e operacional em relação à enzima livre. As condições de armazenamento 

influenciaram na estabilidade. As amostras armazenadas em refrigeração apresentaram os 

maiores tempos com atividade residual próxima a 100 %.  

Os resultados demonstram a possibilidade de reutilizar os derivados básico e 

nucleofílico por até sete vezes, considerando 50% de atividade residual. Além disto, foi 

possível observar o efeito do tipo de tratamento entre os ciclos. A lavagem com hexano, por 

exemplo, proporcionou o menor número de reciclos, independente do derivado. Um 

planejamento experimental 22 foi proposto para verificar a influência no rendimento de 

imobilização das variáveis, massa de enzima e massa do aditivo PEG 1500.  

O emprego do aditivo PEG 1500, independentemente da massa de enzima, 

proporcionou um aumento na atividade do derivado e consequentemente do rendimento. O 

planejamento experimental demonstrou efeito negativo para a massa de enzima e positivo 

para o aditivo PEG 1500 sobre o rendimento da imobilização. 

 



63 
 

6 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

a) Avaliar a imobilização da enzima Candida antarctica B pela técnica de sol-gel com o uso de 

outros precursores de sílica como o trimetilortosilicato (TMOS) para a preparação de xerogéis 

e aerogéis; 

b) Testar o uso de diferentes aditivos na imobilização como polietilenoglicol (PEG), polivinil 

álcool (PVA) e líquidos iônicos;  

c) Realizar a secagem com o emprego de dióxido de carbono (CO2) em meio supercrítico nas 

matrizes puras e nos biocatalisadores imobilizados (derivados) para a obtenção dos aerogéis;  

d) Otimizar o processo de secagem em meio supercrítico; 

e) Avaliar a estabilidade frente a diferentes pH e temperatura; 

f) Verificar o potencial dos derivados imobilizados em reações de hidrólise, esterificação e 

síntese de diferentes aromas; 

g) Otimizar as reações nas quais serão aplicadas a enzima imobilizada; 

h) Avaliar a estabilidade operacional (reusos) dos derivados nas diferentes reações na qual serão 

aplicados; 

i) Avaliar a viabilidade econômica do processo. 
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