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Resumo da dissertacdo apresentado ao Programa @Gr&fuacdo em Engenharia de
Alimentos como parte dos requisitos necessaridgengao do grau de Mestre em
Engenharia de Alimentos

IMOBILIZACAO DE LIPASE DE Candida antarctica B (CAL B) PELA
TECNICA DE SOL-GEL

Aline Matuella Moreira Ficanha
Fevereiro/2014

Orientadores: Dr. Rogério Marcos Dallago
Dr. Marcelo Mignoni

O presente trabalho teve como objetivo imobilipar, encapsulamento, a enzima lipase
de Candida antarcticaB (CAL B) em matriz hidrofobica obtida pela téanide sol-gel.

O tetraetilortosilicato foi empregado como precudsilica. Para a etapa de formacgao
do sol-gel foram avaliados trés catalisadores: aidoa(HCI), um basico (NKOH) e
outro nucleofilico (HBr). Avaliou-se também a iréhcia do uso do aditivo PEG 1500
na imobilizagdo. A eficiéncia do processo foi aaddi considerando a atividade de
esterificacdo dos derivados obtidos. Um planejamexrperimental 2foi proposto para
verificar a influéncia no rendimento de imobilizagdas variaveis massa de enzima e
massa do aditivo PEG 1500. O emprego do aditivo P&, independente da massa
de enzima, proporcionou um aumento na atividadeletovado e do rendimento. O
planejamento experimental demonstrou efeito negat&ra a massa de enzima e
positivo para o aditivo PEG 1500 sobre o rendimelstomobilizagdo. O processo de
imobilizacdo proporcionou um aumento na estabikdégtrmica, de armazenagem e
operacional em relagdo a enzima livre. As condigliiearmazenamento influenciaram
na estabilidade da enzima suportada. Os derivaélsisde nucleofilico apresentaram
melhores resultados em termos de estabilidadenraazanamento em relagdo a enzima
livre e imobilizada no derivado acido. Os resultadiemonstram a possibilidade de
reutilizar os derivados basico e nucleofilico pté aete vezes, considerando uma
atividade residual de 50 %. Além disto, foi poskiobservar o efeito do tipo de
tratamento entre os ciclos. A lavagem com hexaopgscionou 0 menor numero de
reciclos, independente do derivado. O derivadocbasinucleofilico foram empregados
na sintese do éter acetado de isoamila e aprementeonversdes de 60 e 70 %,
respectivamente.

Palavras-chave: Imobilizacéo, lipase, sol-gel,alPEG 1500, esterificacao.



Abstract of Dissertation presented to Food EngingdProgram as a partinal filfillment
of the requirements for the Master in Food Engimeer

IMMOBILIZATION OF Candida antarctica B (CAL B) LIPASE BY SOL-GEL
TECHNIQUE

Aline Matuella Moreira Ficanha
February/2014

Advisors: Dr. Rogério Marcos Dallago
Dr. Marcelo Mignoni

The objective of this thesis was immobilized by arsulation the enzym€andida
Antarcticalipase B (CAL B) in hydrophobic matrix obtained &gl-gel technique. The
tetraethylorthosilicate was used as the silicaymsar. For the step of formation of sol-
gel three catalysts: one acid (HCI), one basic (NPH) and the other nucleophile
(HBr) were evaluated. The influence of additive PEXS00 was checked in
immobilization. The efficiency of process was ewahd considering the esterification
activity of the derivatives. The experimental des&was proposed to investigate the
influence on the yield of immobilization of variagsl mass the enzyme and mass of
additive PEG 1500. The use of the additive PEG 1%6Qardless of the mass of
enzyme increase activity of the derivative. Theezipental design showed negative
effect for the mass of enzyme and positive for ideliPEG 1500. The immobilization
process provided an increase, in relation to tlke #nzyme, as regards the thermal
stability, storage and operational. The stability tbe immobilized enzyme was
influenced by storage conditions. The basic andemphilic derivatives was presented
better results in terms of storage stability comedato the free enzyme and acid
derivative immobilized. The results demonstrate fbesibility of reuse of derivatives,
and the greater number of cycles (seven), consigleai residual activity of 50 %.
Furthermore, it was possible to observe the efdétype of treatment between cycles.
The wash with hexane provided the fewest recidludependent of the derived. The
basic and nucleophilic derivative was used in thdhesis of isoamyl ether acetate and
showed conversions of 60 % and 70 %, respectively.

Keywords: Immobilization, lipase, sol-gel, additik&G 1500, esterification.
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1 INTRODUCAO

As enzimas possuem grande interesse na aplicagéstiial por serem catalisadores
biolégicos naturais utilizados em diversos tipos mm¢bes. Da mesma forma que
catalisadores quimicos, promovem o aumento da idelde das reacdes, porém, as enzimas
como biocatalisadores ndo necessitam de tratangentesiduos, sdo altamente especificas
aos seus substratos proporcionando produtos seEetém do produto da reacdo poder ser
considerado como natural.

Dentre as enzimas, a lipase vem sendo estudada wontatalisador alternativo para
diferentes reagfes quimicas, tais como hidrolise &dalos graxos, a esterificacéo,
interesterificacdo e transesterificacdo. Porém,ussuna sua forma livre torna-se limitado
devido ao elevado custo, baixa estabilidade e isipiisade de reutilizagéo.

Desta forma, a técnica de imobilizacdo apresentaeseo uma alternativa para
contornar tais limitagbes, possibilitando uma maestabilidade a enzima, facilidade
operacional na separacédo dos produtos, além de pexdesutilizada mais que uma vez.

A imobilizacdo pode ocorrer por encapsulamento,imeracoes quimicas ou fisicas a
um determinado suporte. Diferentes materiais egssms sao descritos na literatura com esta
finalidade. No processo, além das questdes ecoadmievem ser consideradas as questdes
operacionais, como as condicfes experimentais @agas na sintese, a facilidade de
producao, o tempo envolvido no processo e quargidacenzima incorporada.

Dentre os diferentes métodos destaca-se a imajdliz&m matrizes obtidas pela
técnica sol-gel. O processo para formacdo da mhidmfobica para imobilizacdo possui
diversas variaveis que determinam as caractesdstiicais dos materiais, tais como o grupo
silanol precursor da silica, o tempo de hidréliseomdensacdo e a homogeneidade do
produto. Além disso, alguns aditivos quimicos podeamusados para melhorar o processo e
obter materiais com melhores propriedades, o gssilpbta sua utilizacdo para imobilizar
enzimas.

Neste contexto, para a imobilizacdo da lip@smdida Antartctica Boptou-se pelo
emprego do método sol-gel, particularmente pela ssongplicidade, onde a enzima a ser
imobilizada é adicionadia situ durante a formacéo da matriz, proporcionando @rporacao
total da enzima oferecida ao suporte, além de oegsm ocorrer em condi¢cdes brandas de

temperatura (ambiente) e em uma ampla regido de pH.
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Cabe ainda destacar que, em funcdo de sua compdsipéesenta silica em sua
estrutura) o suporte gerado tende a apresentadal@stabilidade térmica e quimica.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

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

Candida antarcticaB (CAL B) em matriz hidrofébica obtida pela téanigde sol-gel.

1.1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram:

* Avaliar a influéncia da adi¢cdo da enzima e aditiegprocesso de imobilizacéo;
o Caracterizar as propriedades dos derivados imatig;
* Avaliar a influencia da enzima e do aditivo no riemehto de imobilizacao;

* Realizar sintese de aromas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O trabalho apresentara uma revisao da literatuguealiz respeito a definicbes sobre
a enzima lipase, suas aplicacbes em reacles deseatfentre elas a sintese de ésteres;
processos de imobilizagdo enzimatica, com foc@&amid¢a sol-gel.

2.1 LIPASES

As enzimas sdo caracterizadas como catalisadas&gyigios ou biocatalisadores, em
sistemas “in vivo” e “in vitro”, de natureza pratej altamente especifica e com grande poder
catalitico (WISEMAN, 1995). Podem ser de origem noitdtana, vegetal ou animal, obtidas
por meio de processos fermentativos e por tritwragitecidos vegetais e animais (BACHA
et al., 2005; JOSE e PRADO, 2005).

O interesse industrial por tecnologias enzimaticaesce gradativamente,
especialmente nas areas de engenharia de proteinaszimologia em meios nao-
convencionais, o que ampliou consideravelmenteteng@l de aplicacdo das enzimas como
catalisadores em processos industriais (SVENDSEN,et997).

O uso de enzimas como catalisadores de proceshastriais esta atualmente dividido
em trés grandes segmentos: enzimas técnicas, atkstirprincipalmente aos setores de
produtos de limpeza, téxtil, de couros, de alcash@ combustivel e de papel e celulose;
enzimas para alimentos e bebidas; e enzimas pa&® ranimal. As principais enzimas
industriais séo: protease, amilase, celulases)agks, fitase e as lipases (BON et al., 2008).

A funcao natural das lipases (triacilglicerol hidses E.C. 3.1.1.3) € a hidrélise de
triglicerideos. Contudo, elas podem ser usada#rim para catalisar muitas reagdes diferentes
(Figura 1). Industrialmente, sdo usadas na moggicale 6leos e gorduras, sintese de acidos
graxos como cosmeéticos ou surfactantes, e na pliodde compostos intermediarios para
sintese organica (por exemplo: na resolucdo deiragstacémicas) (PALOMO et al., 2002).

Amplamente distribuidas na natureza, as lipasegséntradas em tecidos de varios
animais e plantas, e podem ser produzidas por feag&o usando varias espécies de micro-
organismos, tais com os fungAspergillus mucqgrRhizopus penicilliumGeotrichumsp, as
levedurasTulopis sp e Candidasp e as bactériaBBseudomonasp, Achromobactersp e

Staphylococcusp. Do ponto de vista econ6mico e industrial, ipasks provenientes de
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micro-organismos sao preferiveis as de fontes asimalantas, devido ao elevado custo de
isolamento vinculado a estas fontes (CASTRO e2@04; DUMITRIU et al., 2003).

Figura 1 - Reac®es catalisadas pela enzima lipase
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Fonte: Villenueve et al., 2000

As caracteristicas da lipase variam em funcado @aigem. As lipases podem
apresentar massa molecular que varia de 20 a 75&tialade em pH na faixa entre 4 a9 e
em temperaturas que variam desde a ambiente &€. A5 lipases sdo usualmente estaveis
em solu¢des aquosas neutras a temperatura amleieggpeesentam, em sua maioria, uma
atividade 6tima na faixa de temperatura entre 3@ 4D °C. Seu ponto isoelétrico varia em
uma faixa de pH entre 3,6 e 7,6 e a maioria dedasip pl (ponto isoelétrico) em pH entre 4 e
5. Contudo, sua termoestabilidade varia considérearde em funcéo da origem, sendo as
lipases microbianas as que possuem maior estatglittrmica (KIRK e CHRISTENSEN,
2002; SHARMA et al., 2001).
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Estas enzimas sado biocatalisadores mais versatemi® eficientes empregados,
devido sua alta atividade e estabilidade em coedigdicro aquosa. Além da versatilidade, as
lipases sdo biodegradaveis, régio-especificas esapiam baixa toxicidade o que permite a
obtencdo de produtos com elevado grau de purezacaasar fortes impactos ambientais
(JAEGER e EGGERT, 2002).

2.2.1 Aplicactes de lipases em reacOes de catalise

As lipases ocupam uma faixa crescente do mercadoerd#mas industriais,
principalmente nos setores quimicos e alimentidsrincipais aplicacdes sdo apresentadas
nas Tabelas 1.

Tabela 1 -Aplicacdes da enzima lipase na industria de aliogeatquimica.

IndUstria de alimentos Efeito Produto
Laticinio Hidrélise da gordura do leite Agente aatimante para
manufatura de produtos lacteos
Panificacao Melhora o sabor/qualidade, Confeitos e bolos
aumenta o tempo de prateleira
Bebidas Melhora o aroma e acelera a Bebidas alcodlicas, ex: saqué,
fermentacéo, por remocao dos vinho e outras
lipideos
Processamento de  Melhora a qualidade do ovo  Maionese, molhos e cremes
derivados do ovo por hidrélise dos lipideos
Processamento de  Desenvolvimento de aroma e Produtos embutidos
carne e peixe remocao de excesso de
gorduras
Processamento de Transesterificacdo de 6leos Oleos e gorduras modificadas
Oleos naturais; Hidrélise de 0leos (substitui a manteiga de cacau)
IndUstria quimica Efeito Produto
Quimica fina Sintese de ésteres Esteres
Detergentes Remocéo de 6leo e gordura Detergentes
Farmacéutico Digestéo de 6leos e gorduras de Digestivos
alimentos
Analitico Andlise de triglicerideos no Diagndstico
sangue
Cosmético Remocao de lipideos Cosméticos em geral
Curtume Remocéo de gorduras das peles Produtos de couro
dos animais
Diversos Decomposicéo e remocéo de Limpeza de tubulacéo,
substancias oleosas tratamento de efluentes.

Fontes: Castro et al. (2004); Sharma et al. (2001)
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As lipases catalisam uma série de reacfes difereAtém de catalisar a quebra das
ligacbes de éster de triacilglicer6is com o consuteomoléculas de agua (hidrdlise), as
lipases sdo também capazes de catalisar a reagisaeob condicbes microaquosas, como
por exemplo, a formacéo de ligacOes éster, a gatum alcool e acido carboxilico (sintese
de éster). Estes dois processos basicos podenosdinados numa sequéncia l6gica para
resultar em reacoes de interesterificacdo (acel@isodlise e transesterificacdo) que depende

dos reagentes inicialmente empregados (BALCAO.e1996).

2.2.1.1 Sintese de ésteres

Os ésteres de acidos graxos sdo encontrados rgriadem produtos como aromas,
medicamentos, sabdes, perfumes e cosméticos, dagdm de biocombustiveis, entre outros.
A sintese de ésteres baseia-se na esterificacacdbes &raxos com alcool na presencga de
catalisadores inorganicos a elevadas temperateit@¢ (°C).

Estes processos demandam grandes quantidades rdea.ea®m de serem lentos e
nao seletivos. Com o crescente aumento da buscésfenes para o emprego em aditivos e
aromas na industria, torna-se necessario encorgvas formas mais efetiva para extragédo de
aromas (ABBAS e COMEAU, 2003; KUMAR et al., 2005).

Neste contexto, 0 emprego de enzimas como biosadiaires permitem a obtencgéo de
produtos de melhor qualidade, em temperaturasvataénte baixas e sendo rotuladas como
naturais pela industria (KISS et al., 2004; WELSHIle 2006).

As lipases podem promover diversos tipos de reagiescondicbes brandas e
seletivas, destacando-se a producdo de ésteranpksede tais reacbes sado observados em
sinteses empregando ésteres de acido acéticay,ddeitfrico e caprico e alcoois como etanol,
butanol e isopentanol (JIN et al., 2012; LARIOS%let2004).

Dente eles, o oleato de etila (sintese de acidoooteetanol), é um éster usado como
biodiesel, aditivo de combustivel diesel e nas strilis de cosmeéticos e de alimentos
(BLOOMER et al., 1992; FORESTI e FERREIRA, 2005; NAA et al., 1998).

2.2.2 Lipase deCandida antarctica do tipo B

A lipase deCandida antarcticado tipo B (CAL B) é constituida de 317 residuos de
aminoéacidos com estrutura globular e dimenséede 840 A x 50 A, tem peso molecular
de 33 kDa e ponto isoelétrico (Pl) em pH de 6,0RERBERG et al., 1994).
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A cavidade de ligacdo para o substrato ("sitiood}ticonsiste em uma cavidade para
ligacBes acila e outra porcdo para ligacbes como#c Em contraste com a maioria das
lipases, que apresentam um impedimento maior (‘@a8ma entrada do sitio ativo, na CAL B
essa tampa € reduzida e ndo prejudica a entradaubstratos e saida de produto
(UPPENBERG et al., 1994).

No caso especifico da CAL B, a cavidade liganteudbgtsato é eliptica (Figura 2) com
o formato de um funil. As paredes desse canal adtahbte hidrofébicas. Contudo, na parte
superior do sitio ativo ha apenas uma pequena tadeafobica, o que favorece a nao
formacao de camadas sobrepostas de moléculasta@resma (TRODLER e PLEISS, 2008;
UPPENBERG et al., 1994).

Figura 2 - Sitio ativo daCandida antarcticaB (CAL B).
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Fonte: TRODLER e PLEISS, 2008.

A CAL B é um biocatalisador com uso bem diversiicatem sido estudada para
potenciais aplicagfes na industria alimenticiagdetergente, farmacéutica, téxtil, cosméticos,
papel e 6leo-quimica (HASAN et al., 2006). Na foimabilizada opera em uma ampla faixa
de condicbes experimentais, com varios trabalhesdgumonstram alta eficiéncia na catalise
de vérias reacdes em meio organico, tanto em estmléaboratério quanto comercial
(COSTA e AMORIM, 1999).

As principais aplicacdes industriais da CAL B narfa livre ou imobilizada séo: na
producdo de compostos opticamente ativos na inddsimmacéutica (STRAATHOF et al.,

2002); alimentos e farmacos (CASTRO et al., 20p)ducao de ésteres usados na industria
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de aromas (BRIGIDA et al., 2008; LOZANO et al., 2D0sintese de oleato de cetila que
possui importantes aplicagbes em indastrias de &osps, biodiesel (SILVA et al., 2012);
sintese de lactato de butila (éster utilizado emiUsiria de alimentos, cosméticos e
farmacéutica por possuir propriedades higroscoperasiisificantes e esfoliantes) (PIROZZI
e GRECO, 2004); sintese de ésteres de vitaminfis (de torna-las sollveis em 6leo para
adicdo em produtos alimenticios) (MAUGARD e LEG@000); e outras como esterificacdo
de acucares e glicidol (FERNANDEZ-LORENTE et a03; PALOMO et al., 2005).

Estas aplicacbes sé@o possiveis devido a sua amapha gle especificidade para
substratos, alta atividade em varias reacdes sobig@es brandas, resisténcia a solventes
organicos, estabilidade térmica além da atuacdarapia faixa de pH (RODRIGUES et al.,
2008; DENG et al., 2011).

As aplicacbes citadas sao frequentemente limitadegido a estabilidade, a
dificuldade de recuperacéo e reuso do biocataliséfsta forma, a imobilizagdo de enzimas
oferece algumas vantagens operacionais em relagfizimas solluveis (ADRIANO et al.,
2005).

2.3 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

As enzimas soluveis, devido a sua natureza protei@a menos estaveis que 0s
catalisadores quimicos e ndo podem ser usadas edic@es severas, pela possivel
desnaturacao e consequente perda progressivavitiddi funcional. Para que a catélise seja
eficiente em um determinado processo, h& necessidagroteger as enzimas da interacao
com o solvente, meio no qual é realizada a reggde,0 mesmo pode provocar a inativagao,
impossibilitando a catalise da reacdo (CHULALAKNASBKUL et al.,, 1990; ZAKS e
KLIBANOV, 1985).

O custo elevado das enzimas solUveis é outro Limitade sua aplicagdo para
finalidades comerciais. O emprego de enzimas ods ser dispendioso e seu descarte apds
0 uso é economicamente inviavel. Alem disso, ape@c¢do do meio reacional pode ser
dificil (LOZANO et al., 2004 e SVENDSEN et al., 199

A dificuldade em se recuperar a enzima do meidgeatao final da catalise, aliada a
instabilidade e, frequente, inadequabilidade pasa Bm determinados solventes e/ou
condicOes de pH, temperatura e exposicdo a ageesesiturantes, podem ser superadas por
meio da imobilizacdo (CARVALHO et al., 2006).
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De acordo com a 12 Conferéncia em Engenharia demBsz biocatalisadores
imobilizados, enzimas ou células, séo catalisadsesmente confinados ou localizados em
uma regiao definida do espaco, com retencédo deativedades cataliticas, e que podem ser
utilizados repetida ou continuamente (KATCHALSKI-KAIR e KRAEMER, 2000).

O principal interesse em imobilizar uma enzima déeolum biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadamnt@up processo, em comparacdo a sua
forma livre. A imobilizacdo pode inibir ou aumentaratividade e estabilidade da enzima,
porém nao existe uma regra que prediga a manutelesies parametros ap0s o processo de
imobilizagdo (SOARES et al., 2002).

O uso de células imobilizadas tem sido consideremimo uma alternativa para
aumentar a produtividade global de fermentacdadicionalmente realizadas com células em
suspensao, uma vez que permite o trabalho comdasw@ncentracdes celulares no reator
(CARVALHO et al., 2006).

De acordo com as condi¢cdes de imobilizacdo e dpsr&s empregados, a enzima
pode apresentar diferentes propriedades finaigpgdem mudar sua estabilidade frente a pH
e/lou temperatura. No desenvolvimento de um bidsatidr imobilizado, as caracteristicas
mais desejaveis sdo elevadas estabilidade opesh@oeficiéncia catalitica. A estabilidade
operacional é uma avaliagdo da perda de atividadeidcatalisador. Nesta avaliagéo,
bateladas consecutivas da reacdo de interessea@madas, a qual depende de uma série de
fatores, tais como: desprendimento da enzima dorjmbstrucdo dos poros por impurezas
ou produtos secundarios e perda de suporte ptw atridissolucdo (SOARES et al., 2001).

Neste sentido as principais vantagens obtidas acepso de imobilizagdo sag:o
aumento das estabilidades térmica e operacionategendo o sitio ativo da enzima da
inativacaoji) a reutilizacdo em outras etapas do procas$@ reducao de custo operacional
eiv) a facil separacéo e recuperacao da enzima doneegnal, reduzindo custo e etapas de
purificacdo do produto (DALLA-VECCHIA et al., 200BAIVA et al., 2000; VILLENEUVE
et al., 2000).

2.3.1 Imobilizacéo de lipase

As lipases imobilizadas tornam-se cada vez maiss (jara 0s processamentos
biotecnoldgicos. A imobilizacdo assegura 0 reus® el&imas, pois permite a remocao da
enzima do meio reacional, minimiza o custo de se@ar dos produtos e desta forma reduz o

inconveniente econdmico associado ao seu uso. Abiizegdo também fornece a
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flexibilidade operacional devido a melhora das Ektkades térmica e quimica das enzimas
através da estabilizacdo da estrutura terciariaposeina (BALCAO et al., 1996;
VILLENEUVE, 2000).

As propriedades cataliticas de lipases sado fortEmeimfluenciadas pelas
caracteristicas do suporte. A escolha do suponi& ipaobilizagcdo de enzimas depende de
varias caracteristicas que sdo importantes na glizagio em processos industriais, tais
como: resisténcia mecanica e microbiana, estab#idi@rmica, funcionalidade quimica,
carater hidrofobico ou hidrofilico, facilidade degeneracdo, morfologia (superficie de
contato e porosidade) e custo (VILLENEUVE, 2000)dé&sejavel que o suporte possua
caracteristicas compativeis com as moléculas denargara prevenir a formacgéo de ligacdes
nao especificas (TARDIOLI et al., 2003).

Em geral, os suportes utilizados nos processosnabilizacdo devem possuir uma
grande area superficial (superficie macroscopiéeea das paredes internas dos poros) para
obtencdo de alta capacidade catalitica e dist@oude poros de forma homogénea, com
tamanho de poro adequado para 0 acesso da enzs Rubstratos e produtos. A enzima
imobilizada no interior dos poros esta protegidati@a formacdo de agregados no processo
de imobilizacdo e contra a inativagcdo ocasionadaagentes externos (turbuléncia do meio,
temperatura, forca ionica, solvente), que permibderm;do de derivados com maior
estabilidade operacional (MATEO et al., 2007).

O suporte deve ser estavel em uma ampla faixa gda pblucéo salina, bem como aos
reagentes utilizados no processo de ativacaocera¢cdes reacionais. Deve ser fisicamente
estavel, com certa rigidez mecanica e, principatendmixo custo de preparacdo para
aumentar a viabilidade de aplicacdo industrial.icidiente encontra-se um suporte que
atenda a todos estes requisitos, deste modo, assotha deve levar em conta a finalidade
(CASTRO et al., 2004).

2.4 METODOS DE IMOBILIZACAO

Para que o emprego de enzimas imobilizadas se twmnprocesso economicamente
viavel, deve-se considerar o tipo de suporte enagi®g assim como o método de
imobilizacdo. Muitas técnicas de imobilizacdo tédogeportadas como 0 uso dos suportes
de natureza organica e inorganica com diferentegiaisticas (DUMITRIU et al., 2003).

Entre os métodos de imobilizacdo existentes (Fi@)ranclui-se adsorcao, ligacédo

covalente a suportes solidos, ligacdo covalenteada (cross-linking) e encapsulacdo de
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enzimas em matrizes poliméricas inorganicas/orgamitie proporciona novas possibilidades
de utilizacdo no campo da ciéncia dos materiaisNWR/et al., 1994; ANVIR, 1995; AVNIR
et al., 2006; CAO et al., 2009; CHAUBEY et al., 200

A adsorcao fisica da enzima € o modo mais simptépido de imobilizacdo. Baseia-
se em interacgdes fisicas entre a enzima e a stipedfi matriz. Uma atividade muito proxima
da obtida na enzima livre é observada, e as parciyantagens da adsor¢éo sao o baixo custo
e a facilidade de imobilizacdo. Devido as ligacée®em facilmente desfeitas, a temperatura,
0 pH e a forga i0nica, sdo parametros que deverseseramente controlados, sendo este o
principal problema relacionado a este tipo de ag@&o (FABER, 1997; FERRER et al., 2000).

Figura 3 - Métodos de imobilizagcdo de enzima.
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Fonte: Adaptado de Adlercreutz (2013).

Os métodos que empregam encapsulacdo séo baseadmdinamento da enzima em
um suporte fisico, este suporte deve reter a enzam@sentar porosidade controlada, de
maneira a permitir a livre difusdo do substratocoe pgrodutos da reacéo através da mesma.
Numerosos suportes tém sido utilizados, como pemgio: silica, poliuretano, nailon, nitrato
de celulose, acetato de celulose, resinas, colagemmwlicarbonatos. Como principais
desvantagens pode-se citgraos fendmenos de transferéncia de massa do aobs)r aos
produtos da reagdo @&j) ao crescimento de micro-organismos na superficiesuporte
(SOARES et al., 2000).

A técnica de imobilizacdo por ligacdo covalentestste na retencdo da enzima na
superficie do suporte por ligacbes entre os grdposionais da enzima e a superficie do
suporte. A desvantagem esta na perda de parteivddadé enzimatica, por conta das

alteracdes nas conformacgdes dos sitios ativoszimarfROCHA et al., 1998).
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A ligacdo covalente cruzadar¢ss-linking é baseada na formacdo de um sistema
reticulado das moléculas da enzima, que forma wda rigida. Este processo oferece a
vantagem de uma ligacdo mais sélida, porém, patlezina formacéo de barreiras de difusao
que resulta no aumento do tempo de resposta deepissr. O glutaraldeido e o alcool
polivinilico sdo exemplos de agentes de ligacaaadta (FERRER et al., 2000).

Além do tipo de imobilizacdo, varios parametros omigntes devem ser analisados
para a escolha do suporte como: a estabilidade icpuine fisica, o carater
hidrofobico/hidrofilico, a capacidade de ligacdomca enzima. No entanto, alguns
acontecimentos devem ser evitados ou prevenid@ua imobilizagdo, tais como (SILVA
et al., 2009):

a) Perda de atividade da enzima perda de atividade estd relacionada com a
imobilizagdo da mesma, pois invariavelmente ocoma inativacao parcial da enzima
devido ao envolvimento de interacGes fracas (fodmd/an der Waals) e/ou fortes
(ligacdo covalente) entre a estrutura da enzimaseiporte. Pode também ocorrer
alteracOes de orientacdo e acesso do substrattoaatiso, o que reduz a atividade ou
ainda leva a reducdo aparente da especificidadrilastrato (BON et al., 2008). A
reducdo aparente da atividade também pode setagsulas restricdes difusionais,
pelo fato da enzima estar fortemente ligada ao reeipe sua mobilidade ficar
restringida, limitando o acesso do substrato ao sitivo, que afeta a cinética da
reacao pela reducdo da velocidade de reacdo oa @ekh alteracdo do pH no
microambiente da enzima (FOGLER, 2002);

b) Diferencas na caracteristica fisica do biocataliesade do fluido As enzimas
imobilizadas normalmente séo utilizadas quandaobstsato € soluvel, uma vez que as
enzimas estejam retidas no interior de matrizesga@;, os poros devem facilitar o
livre acesso do substrato ao mesmo tempo em gém Bemolécula de enzima no seu
interior (FOGLER, 2002);

c) Perda na estabilidade do biocatalisad@s propriedades fisicas do suporte devem ser
mantidas durante o tempo de meia vida estimadonasscusto da imobilizacdo deve
ser compensado pela meia vida do biocatalisadorm&lmente os substratos
utilizados nas reacfes enzimaticas contém subateen suspensdo, por exemplo,
lipideos podem ser adsorvidos ao suporte e blogosamporos, diminuindo a
acessibilidade do substrato a enzima, promovendoreaducao aparente do tempo de
meia-vida da enzima imobilizada (FOGLER, 2002).
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Desta forma, para que o processo de imobilizagacesetivo, o suporte deve permitir
0 acesso da enzima aos substratos, manter sudadgvpor um longo periodo e permitir que
o sistema (suporte/enzima) seja regenerado aodmalocesso, sem que ocorram perdas na
atividade enzimatica (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

2.4.1 Técnica Sol-gel

Uma das principais rotas de obtencdo de materiargdbs organico-inorganicos € o
processo sol-gel. O processo de sol-gel pode siménte reconhecido, pois se trata de uma
rota de sintese de materiais onde em um determmadtento ocorre a transicdo do sistema
sol para um sistema gel (HIRATSUKA et al., 1995).

O termo sol € empregado para definir uma dispedsgumarticulas coloidais (dimensao
entre 1 e 100 nm) estavel em um fluido, enquantermo gel pode ser definido como um
sistema formado pela estrutura rigida de particotdsidais (gel coloidal) ou de cadeias
poliméricas (gel polimérico) que imobiliza a fagpiida nos seus intersticios.

Desse modo, 0s géis coloidais resultam da agredag de particulas primarias
(Figura 4 a), somente podera ocorrer pela alterap&apriada das condi¢des fisico-quimicas
da suspensdao. Por outro lado, os géis poliméridos geralmente, preparados a partir de
solugbes onde se promovem reacdes de polimerizblefte caso a gelatinizacdo ocorre pela
interacdo entre as longas cadeias poliméricasréeegrigura 4 b) (HIRATSUKA et al.,
1995).

Figura 4 - Esquema da transig¢éo sol-gel: (a) formacéo deag&tplado e (b) formagao de gel polimérico.
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Fonte: HIRATSUKA et al., 1995.

A reacdo de polimerizagdo de matriz sol-gel podedsadida em duas etapas: a

hidrolise e a condensacédo, demostradas nas Figerés
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Figura 5 - Hidrélise do grupo alcoxido com a formacgéo de geuativos do grupo silanol.

Figura 6 - A condensacéao do grupo silanol, a qual leva imuggdte a formacao do sol e ap6s o gel.
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Fonte: Boaventura, 2013

As reacdes quimicas que ocorrem durante a formdgasol, do gel e do xerogel,
influenciam fortemente a composicdo e as proprieslado produto final (ALFAYA e
KUBOTA, 2002). A producdo de uma matriz sol-gel @a@r iniciada pela hidrolise parcial
dos precursores (silicatos de alquilo ou alcoxisitg resultando em um oligbmero que pode
ser transesterificado com o glicerol. O oligbmerespnte é totalmente hidrolisado formando-
se uma dispersao coloidal (sol), a qual € adicianada solucédo contendo o biocatalisador,
desta forma, inicia-se o processo de poli condéosayue resulta na formacao de uma fase
distinta (o aerogel quando seco em altas presspesxerogel quando seco em temperatura
ambiente) contendo o biocatalisador (enzimas). &imé envelhecida, resultando no final do
processo, nano ou micro matrizes (CABRAL et alQ3)0

A facilidade para transformar um sol em um gel ddpeem grande parte do tipo de
particulas coloidais em suspensdo. Essa transic@oeomuito facilmente com solucdes

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

2.4.1.1 Imobilizagéo pela técnica de sol-gel

A imobilizacdo de enzimas no interior de matrizesdpzidas pelo processo de sol-gel

€ uma técnica muito vantajosa, pois preserva &atle enzimatica e evita a sua lixiviagao,
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ao contrario do que ocorre, na maioria das vezss,fitmes finos ou membranas empregadas
como suporte (ALFAYA e KUBOTA, 2002).

Um grande numero de biomoléculas pode ser imodiizem materiais sol-gel por
ligacdo covalente ou por encapsulacdo, medianticdada biomolécula ao sistema antes da
geleificacdo, uma vez que o processo pode ser zamwlem condicdes brandas de
temperatura (normalmente ambiente) e pH7(), diminuindo assim a probabilidade de
ocasionar inativagdo das mesmas durante a etapebdizacao (SEIDEL et al., 2007).

A técnica sol-gel de encapsulacao tem provadoreenado particularmente simples e
eficaz para imobilizar enzimas purificadas, célulateiras, anticorpos e outras proteinas.
Pode melhorar a sua estabilidade térmica e, enolprago, a estabilidade operacional e de
armazenagem (FURUKAWA e KAWAKAMI, 1998; HENCH e WES1990; KIM et al.,
2006; MATEO et al., 2007; REETZ et al., 1996; SHELD, 2007).

Embora a enzima imobilizada pela técnica de solggehlmente exiba uma melhor
atividade e estabilidade comparada com as enzinras,lexistem algumas desvantagens no
processo de imobilizacdo por esta técnica (REETEL. £1996). Pode ocorrer o encolhimento
do gel durante a condensacdo e secagem da matize pode causar a desnaturagao das
enzimas, a liberacéo de alcoois durante a hidrdisem alcoxido de silicio, a diminuicdo da
taxa de difusdo das moléculas de substrato atémenzentro da matriz de sol-gel,
dificultando a atividade catalitica da enzima iniehda, principalmente em materiais com
um diametro de poro menor de 20°A (GUISAN, 2006).

2.4.1.2 Formacéo do sol-gel

Do mecanismo de sol-gel apenas a primeira etapalralise, € bem conhecida, pois
as reacOes de condensacdo comecam antes das rdachesolise terminar, tornando o
mecanismo muito complexo, envolvendo muitas reaglieshidrolise e condensacdo ao
mesmo tempo. Estas reacfes em geral sdo apresentada Equacbes 1, 2 e 3
(CHAUDHURY et al., 2007).

Hidrdlise

=S8i—OR-H,0 Esterificagdo

=S8i—OH + ROH Equacio (1)

Condensagdo do alcool
Hidrélise

=Si—OR—-HO-Si= =Si—0—-Si =ROH Equacio (2)

=Si— OR— HO — Si = Condensachodadgwa  ,—o; o _gj = 44,0 Equacio (3)

Hidrélise
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Na reacao de hidrolise apresentada na Equacéa &tjya substitui os grupos alcéxido
(OR), gerando grupos hidroxilo (OH). Subsequenteeagbes de condensacédo (Equagbes 2 e
3), envolvendo os grupos silanol (Si-OH) produzentigacdes siloxano (Si-O-Si), com agua
ou alcool como subprodutos. Geralmente a condensamdeca antes de a hidrélise estar
completa. No entanto, parametros como o pH, a ramdlar H20/Si (R) e catalisador pode
forcar a conclusdo da hidrélise antes da condeasamé@ecar. Além disso, devido a agua e
alcoxidos serem imisciveis, um solvente matuo,gx@mplo, o alcool, deve ser utilizado. Na
presenca deste agente de homogeneizacdo, a laddiisalcool € facilitada devido a
miscibilidade do alcoxido com a agua. Conforme aautme numero de ligacdes siloxano, as
moléculas individuais sdo ligadas em conjunto eegapas no sol (CHAUDHURY et al.,
2007).

Estas etapas devem ser catalisadas por acidosses, hana vez que a cinética de
oxilacdo é fortemente dependente do pH. A natuekzacatalisador, acido ou basico,
influencia diretamente na cinética de reagcdo, assiimo, na estrutura final do gel
(FONSECA e AIROLDI, 2003; HENCH e WEST, 1990; SANEHet al., 1988).

Se a hidrélise for catalisada por acido, ocorre veagao eletrofilica, e a velocidade
da condensacdo serd maior que a de hidrélise)eigtoa formacao de géis compostos de
cadeias poliméricas lineares entrelagadas, as,@mis secagem formam uma matriz densa.
de baixo volume de poro. Sob condi¢cdes basicagndensacdo ocorre preferencialmente
entre oligbmeros altamente ramificados, os quasnhea formacao de géis particulados que,
apos secagem, produzem materiais menos densos,attanmporosidade (BRINKER e
SCHERER, 1990; BUCKLEY e GREENBLATT, 1994; JOSERAPO, 2005).

Acima do pH 7, a polimerizacdo é extremamente ggpidque leva a formacgéo de
particulas com diametro de 2 nm em poucos minitasauséncia de eletrolitos as particulas
coloidais apresentam elevada densidade de cargedisiais, impedindo a agregacéo devido
a repulsédo eletrostética. Esses fendbmenos perroitatrolar a cinética da transformacéo sol-
gel e a estrutura das espécies condensadas (BRINKEEHERER, 1990; JOSE e PRADO,
2005).

Se a hidrdlise for catalisada por base, a reac&#e de processar através de uma
substituicdo nucleofilica, e a velocidade de hidedlserd maior que a velocidade de
condensacéo, conduzindo a formagdo de cadeias raraificadas no inicio do processo
(JOSE e PRADO, 2005).

Apos a secagem do gel, parte dos solventes (agleoel) fica retido, enquanto a

principal parte é expulsa em funcdo do encolhimeetoede e devido a condensac¢éo, e um
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xerogel é formado (CHAUDHURY et al., 2007). Uma goeensdo basica da cinética e das
reacfes envolvidas no processo de sol-gel € deopliah importancia na preparacdo de
materiais com caracteristicas controladas (BRINKERCHERER, 1990; HENCH e WEST,
1990).

A adicdo de solventes e condi¢cbes reacionais pool@mover certas reacdes de
esterificacdo e de despolimerizacéo inversas aagegs (1), (2) e (3). Géis molhados (com
maior teor de solvente) apresentam durante enveikato/secagem um minimizacdo na
possibilidade de fissuracdo (CHAUDHURY et al., 20dENCH e WEST, 1990).

As propriedades fisicas (area superficial espegit@manho médio dos poros e sua
distribuicdo) de um gel seco (o0 xerogel) dependereriente dos parametros utilizados no
processo do sol-gel. A razdo molar agua:silan@tareza e a concentracao do catalisador e o
tipo do precursor alcoxido sdo parametros espesifiie afetam diretamente as velocidades
relativas das reacgfes de hidrdlise e condensag@pads, por sua vez, ditam as propriedades
do material final. Em geral, preparac6es com bauadsres de pH e teor de agua produzem
materiais densos com tamanho médio de poros pegjuenguanto preparacdes com valores
altos de pH e teores de agua produzem materiais puaosos (BRINKER e SCHERER,
1990; BUCKLEY e GREENBLATT, 1994; HENCH e WEST, 199

As condi¢Bes de sintese normalmente empregadasosespo sol-gel (precursores
metalo-organicos, solventes organicos e baixasdmtyras de processamento) permitem a
introducdo de moléculas organicas "frageis" demtaorede inorganica. Tais moléculas
organicas podem melhorar as caracteristicas dazgnatmo por exemplo, modificar as
propriedades mecanicas, facilitar o processamenfdrahs e filmes, possibilitar a moldagem
precisa de pecas para Optica integrada, possibditeontrole de porosidade e o ajuste do
balanco hidrofébico/hidrofilico (ZOPPI e NUNES, 199

Os alcoxidos metalicos sdo mais populares, poigereafacilmente com agua. Os
alcoxidos de metais mais amplamente utilizados 8o alcoxissilanos, tais como
tetrametoxissilano (TMOS) e tetraetoxissilano (TEO® TEOS e o TMOS sao os
precursores mais comumente utilizados para siatesiticatos. Suas hidrélises em solucdes
aguosas, associados as reacdes de policondenshci@nas, podem causar uma formacao
de particulas de sol, conduzindo a auto-organizagéiouma rede tridimensional porosa
(BRINKER e SCHERER, 1990; CHAUDHURY et al., 2007).

As caracteristicas e as propriedades de uma redel-gel, especialmente inorganico,
estdo relacionados com fatores que afetam a takedd@ise e de condensacao, tal como a

propor¢do molar agua:precursor (R), o tipo de swéjea natureza do catalisador e sua
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concentracdo, pH, temperatura, tempo, e as cordigige envelhecimento e secagem
(CHAUDHURY et al., 2007).

2.4.2 Aditivos

A utilizagdo de aditivos para estabilizar enzimantth da matriz sol-gel como
acucares, aminoacidos, polidis e agentes tensisat&m sido utilizados para aumentar a
atividade e estabilidade de véarias enzimas im@ulhs por alteracdo da hidratacdo da enzima
ou reducado do encolhimento do gel. Eles tambémrpadetar as propriedades fisicas do gel
através da participacdo em reacdes de condensagégrapos silanol livres (REETZ et al.,
2003; SOARES et al., 2006).

As moléculas de agua, que se encontram ao reduolgula de enzima, exercem um
papel importante na estabilidade e conformacaaiteséd devido, principalmente, a sua
influéncia nas interagbes hidrofébicas, além dagaf de Van der Walls, pontes salinas e
pontes de hidrogénio (YAMANE et al., 1990; FABER9Y).

Desta forma, pequenas variagcbes no meio reacicoalp temperatura, pH, forca
iOnica, entre outras, podem induzir modificagOesuagais na enzima, em alguns casos
conduzindo a desativagdo da mesma (FABER, 199%a Hssnaturacdo é decorrente da
exposicdo da parte hidrofébica da enzima em aggaegoromove um aumento do nivel de
hidratacdo mesma. Assim, ndo é surpresa que a ufegip da natureza do meio e da
quantidade de agua ao redor da enzima tenha uming@fefeito sobre a estabilidade
(YAMANE et al., 1990).

A remocdo da agua da superficie da enzima condwmna reorganizacdo das
moléculas de agua devido ao incremento do numeltgagdes intermoleculares por pontes
de hidrogénio, o que contribui para 0 aumento dalez da mesma (FABER, 1997). Este
efeito pode ser alterado pelo uso de aditivos Ffildras, como os polidis e polissacarideos,
gue agem como reguladores da estrutura da enzimaemaquoso (GONCALVES et al.,
1999; YAMANE et al., 1990).

De acordo com Bosley (1991) apud Soares et al3[2@8seina, gelatina, aloumina de
ovo e albumina bovina séo aditivos eficientes abilizacdo de lipases em varios suportes.
Reetz et al. (1996), recomendam também o uso desatijpos de aditivos macromoleculares,

como, por exemplo, alcool polivinilico (PVA) e patilenoglicol (PEG).
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Cabe salientar que os aditivos nao ativam a enzemayez disto, apresentam um
efeito estabilizante que previne a desativacdo rdama quando de sua interacdo com o
suporte (REETZ et al., 1996; ROCHA et al., 1998, MENEUVE et al., 2000).

2.4.2.1 Polietilenoglicol

O uso de polietilenoglicol (PEG) como aditivo naobiilizacdo enzimatica concede
melhor distribuicdo da lipase na superficie do sigp@ que permite um melhor contato entre
a interface agua/oleo, e favorece uma condicdoseéda para a expressdo da atividade
hidrolitica da lipase imobilizada (SOARES et a00@).

Na imobilizacdo de lipases, o uso de aditivos mmofeculares mostram efeitos
estabilizantes na atividade enzimética por meioedestimento da interface, impedindo uma
mudanca de sua estrutura proteica (ROCHA et a@8;1VILLENEUVE et al., 2000). A
presenca de PEG durante o processo de imobilizégdipase, provavelmente, afeta o nivel
de hidratagdo da enzima, modificando a hidrofiade do microambiente (ROCHA et al.,
1998).

Soares et al. (2001; 2002; 2003), avaliaram ditesetipos de aditivos considerando a
atividade hidrolitica, bem como a estabilidade apenal de derivados imobilizados de
lipase deCandida rugosaem silica de porosidade controlada. Entre osvaditiestados, o
polietilenoglicol (MM 1500) proporcionou um consideel aumento da atividade hidrolitica,
além de reduzir a desativagdo da enzima e a gfilizalo PEG com menor massa molar
aumenta significativamente o rendimento na recug@erda atividade enzimatica da lipase de
Candida rugosaatingindo valores de 60 % (SOARES et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ENZIMA E PRODUTOS QUIMICOS

A enzima utilizada na imobilizacéo foi a lipase evaial deCandida antarcticg CAL
B) (Novozyme); O polietilenoglicol (PEG) (1500, M&) foi usado como agente de
estabilizacdo (aditivo); Para a imobilizacdo pedanica de sol-gel foi utilizado como
precursor da silica o tetraetilortosilicato/tetox&ilano (TEOS) (Aldrich), hidroxido aménia
(minimo 28 %) (Quimex), acido cloridrico (minimo 3§ (Vetec), acido bromidrico (Vetec).
Para determinacdo da atividade de esterificac&@orfartilizados: alcool etilico (minimo 99
%) (Merck), acetona (Merck), acido oleico (Synth)droxido de sdodio (Synth) e agua

destilada.
3.2 INFLUENCIA DO CATALISADOR E DO ADITIVO PEG NA| MOBILIZACAO

A lipase deCandida antarcticaB foi imobilizada por encapsulamento em uma matriz
hidrofobica obtida pela técnica de sol-gel . A rdetogia empregada foi adaptada da descrita
por Soares et al. (2006). Inicialmente, 5 mL de BHGram dissolvidos em 5 mL de etanol
absoluto. Apos a dissolucdo, adicionou-se 1,61 reLadua destilada e trés gotas do
catalisador, em uma propor¢do molar de agua e Ti#O&1. Foram testados trés diferentes
catalisadores para os suportes (acido, basicolediilico). O meio acido foi catalisado com
acido cloridrico, 0 meio basico com hidroxido debam e o meio nucleofilico com acido
bromidrico.

Posteriormente, os sistemas reacionais foram sudweed uma etapa de agitacédo, em
agitador orbital (shaker), a 40 °C, 180 rpm, por peniodo de 90 minutos. Passado este
periodo, fez-se a adicdo de 1 mL da solucéo enzimlt60 mg.mLY). Nas amostras para o
teste do uso do aditivo foram adicionados 1 mL o $olucdo do aditivo PEG 1500 na
concentracdo de 5 mg.MLNas bateladas conduzidas em meio acido e nuaeoforam
adicionados 1,75 mL da solugéo hidrolisante (0,25 hidroxido de aménia dissolvidos em
1,50 mL de etanol). Posteriormente, os sistemasamas foram mantidos em condi¢cdes
estaticas por 24 horas para completar a condensagdaica. Apos as 24 horas, o suporte foi
condicionado em dessecador a vacuo por um novadeeriie 24 horas para completa

secagem e evaporacgao da agua.
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O gel seco incorporado com a enzima, denominadaedwrado imobilizado, foi

pesado, triturado e armazenado para 0s postetestes reacionais.

3.2.1 Caracterizacao dos derivados imobilizados exerogel acido, basico e nucleofilico

Os suportes foram caracterizados por difracaoide ¥a(DRX) (Rigaku, Miniflex II,
Ka- 1,58 Cu) e analise textural de adsorcao/dedsate N Quantachromé\ova 2200e). As
areas especificas dos materiais sintetizados &tkrsvxerogel acido, basico e nucleofilico,
com e sem aditivo) foram determinadas com o usonutodo BET (BRUNAUER,
EMMETT, TELLER, 1938). O volume e o diametro médims poros foram calculados pelo
método de BJH (RAMOS et al., 1998). Para a and@aérea superficial, previamente, as
amostras foram submetidas a um tratamento térméb°&, sob vacuo, para eliminar toda a
agua existente no interior dos poros do sélido. ndliae foi realizada sob temperatura
constante a 77 K (-196 °C).

3.2.2 Determinacao da atividade de esterificacao

As atividades de esterificacdo foram determinadassagiucdo enzimatica (enzima
livre) e nos derivados imobilizados.

A atividade de esterificacdo foi quantificada aésda reacdo de sintese de oleato de
etila utilizando acido oleico e alcool etilico rez&o molar de 1:1 (mistura padréo), conforme
descrito por Ferraz et al. (2012). A reacéo fatiada pela adicdo da enzima imobilizada ou
livre (aproximadamente 0,1 g) em 5 mL da mistudrfpa. A reacéo foi conduzida em frascos
de vidro fechados a 40 °C, em agitador orbital @ Jn, durante 40 minutos. Aliquotas de
500uL foram retiradas do meio reacional em triplic#&aada amostra foram adicionados 15
mL de uma solucéo de acetona-etanol (1:1) (v/va peralisar a reacdo. A quantidade de
acido oleico consumido foi determinado por titumgcdm NaOH 0,05 M até o meio atingir
pH 11. Os ensaios dos brancos das amostras cantis®@ul da mistura padrédo e 15 mL da
solucéo de acetona-etanol.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definidenea quantidade de enzima que

consome 1 umol de acido graxo por minuto, calcutesdia Equacéo 4.
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(v, —=Vv,)x M x1000xV,
txmxV,

AE=

Equacéo 4
Onde:

AE : Atividade de esterificacdo (U/g);

Va: Volume de NaOH gasto na titulagdo da amostimeadzt apos 40 minutos (mL);
Vy : Volume de NaOH gasto na titulagcdo da amostrardoco (mL);

M : Molaridade da solucdo de NaOH;

V; : Volume final de meio reacional (mL);

t : Tempo (minutos);

m : Massa da solugcédo enzimatica ou do suporteadidi (g);

V. : Volume da aliquota do meio reacional retirada pigulacdo (mL).
3.2.3 Avaliacéo das propriedades do derivado imolmiado

A fim de avaliar as propriedades da enzima lipasebilizada (derivado) foram
realizadas a determinag&o do rendimento de imaR#ia, o estudo referente as estabilidades
de estocagem e térmica, influéncia da temperatareeacao de esterificacdo e estabilidade

operacional de reuso.
3.2.3.1 Determinagéo do rendimento da imobilizag&o

O rendimento do derivado imobilizado foi calculadpartir da Equacgéo 5:

R(%) = £x100
AA Equacdo 5

Onde:

AT: Atividade de esterificacéo total do derivado;

AA: Atividade de esterificacdo total presente nassaade enzima livre adicionada na

imobilizag&o.
3.2.3.2 Estabilidade de estocagem

A estabilidade de estocagem dos derivados imobdiigae da enzima livre foram
realizadas a temperatura ambiente20-25 °C) e em refrigeracdo em geladeiral (°C). A
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atividade foi acompanhada semanalmente, por unogmede 200 dias. Os resultados foram
apresentados em porcentagem da atividade resgdl@ljadas pela Equacao 6:

AR(%) = At.lv.|da¢de0 %100
Atividade Equagao 6
Onde:
Atividad€™: Atividade de esterificagdo no tempo “i”

Atividade®: Atividade de esterificacdo no tempo inicial
3.2.3.3 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica do derivado imobilizado eestaima livre foram realizadas
pela reacéo de esterificacdo em amostras inculead@&stufa nas temperaturas de 40, 60 e 80
°C durante 1 hora. Ap6s 1 hora de incubacédo foeatizadas as medidas das atividade de
esterificacdo a 40 °C. Os resultados de atividadanf comparados com os da atividade

inicial.
3.2.3.4 Influéncia da temperatura na reagéo de esikcacao

Considerando que a temperatura do meio reaciomabéian pode influenciar na
atividade da enzima, foram conduzidos ensaios tiifesacdo empregando temperaturas
reacionais de 30 °C, 40 °C e 50 °C por 40 minui®$, rpm em uma razdo molar de 1:1

(a@lcool: &cido) na enzima livre e no derivado intiabdo.
3.2.3.5 Estabilidade operacional (reusos)

Devido a falta de uma metodologia definida naditera, a estabilidade operacional do
reuso foi realizada de 3 formas distintas. Estesqalimentos foram realizados no final de
cada ciclo de reacdo, no qual, o produto (fased&uoi removido com uma pipeta e foi
mantido a fase sdlida (derivado imobilizado). Aacgi@es foram repetidas até o derivado
chegar a uma atividade residual maior ou igual 5(a atividade inicial.

i) modo continuoapods os 40 minutos de reacdo, o meio reacionakfoovido do
sistema, fez-se nova adi¢do da solucdo padrém(at@tto e etanol), levou-se a amostra para

nova reagao.
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i) continuo lavado com hexan@pos a remocdo do meio reacional, o derivado
imobilizado foi submetido a uma etapa de lavagemn ¢exano (2 vezes com 2 mL de
hexano). Apos, o meio foi centrifugado a 5000 rpgRetirou-se o hexano sobrenadante,
deixou-se o derivado em estufa a 40 °C por aprakamente 1 hora para a evaporacao do
solvente residual. Posteriormente, as mesmas dade8 de solugcdo padrdo foram
adicionadas ao derivado para a proxima reacao;

iii) reuso a cada 24 horasas reacdes foram conduzidas a cada 24 horasemaand
imobilizado armazenado em geladeira, no préopricomeacional ja esterificado. No inicio de

cada ciclo fez-se a substituicdo do meio pela maseacional padrao.

3.3 INFLUENCIA DA MASSA DE ENZIMA E DE ADITIVO PEG 1500 NO
RENDIMENTO DO DERIVADO IMOBILIZADO

Diversos trabalhos descrevem um melhoramento gigtifo na atividade e
estabilidade de enzimas imobilizadas, quando oegiiotento de imobilizacéo é realizado em
presenca de aditivos (GONCALVES et al., 1999; SOSRIEal., 2003; ROCHA et al; 1998).

Desta forma, para avaliar a influéncia da massandena e de aditivo PEG 1500 em
relacdo ao rendimento do suporte imobilizado danemiipase foi realizado um planejamento
fatorial Z com triplicata do ponto central. As varidveis (ssde enzima e massa do aditivo
PEG 1500) foram avaliadas para os derivados inzalitis catalisados em meio acido e

nucleofilico. A Tabela 2 apresenta os valores reaisdificados testados no planejamento.

Tabela 2 -Variaveis reais e codificadas testadas no Planejan# com repeticdo no ponto central.

Experimento X Xo
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)pXnassa de aditivo (g);

Os resultados para o rendimento de imobilizacaaabtnos planejamentos foram
analisados através de Analise de Variancia e Mégido de Superficie de Resposta
utilizando-se o moédul&xperimental Design do Software Statistica 6.0
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3.4 DETERMINACAO DA CONVERSAO DA REACAO PARA PRODUC AO DE
ESTERES AROMATIZANTES

3.4.1 Procedimento experimental para a reacao detesficacéo

Esta etapa foi realizada em 25 mL de uma mistweioral de acido acético e alcool
isoamilico. A razdo molar empregada foi de 3:1. Agissolucdo completa dos reagentes, a
enzima imobilizada juntamente com a peneira moéecdtA foram adicionadas aos substratos
e conduzidas a reacao.

O experimento foi realizados em agitador orbithbker), com agitacado constante de
150 rpm e temperatura de 30 °C. O termino reacéesse@pos 6 horas, onde posteriormente
o biocatalisador foi removido do sistema reaciqmalfiltracdo, com papel filtro, sendo a fase

liguida encaminhada para anélise cromatografica.

3.4.2 Determinacao da conversao de aromas

A quantificacdo do acetato de isoamila foi deteed por cromatografia gasosa em
equipamento Shimadzu GC-2010. A analise foi redéizatilizando coluna capilar RTX-
WAX restek (30m x 25Qum i.d.), 0,25um de espessura de filme, detector FID, com a
seguinte programacao de temperatura: 40 °C (5 osjut0-180 °C (10 minutos); 180 °C (5
minutos), temperatura do injetor 250 °C, detect@7a °C, modo de injecao split, razdo de
split 50:1, g&s de arraste, k66 KPa), volume injetado 0,4L de amostra diluida em
diclorometano (1:10). A determinacéo da conversd® reéacdes foi feita acompanhando a

reducdo na area do sinal do agente limitante, jais@lcool, em relacdo ao branco.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 IMOBILIZACAO DA ENZIMA LIPASE EM DERIVADOS XERO GEL ACIDO,
BASICO E NUCLEOFILICOS OBTIDOS PELA TECNICA DE SOL- GEL

A Tabela 3 apresenta o peso (g) dos derivados imathds xerogel acido, basico e

nucleofilico, com e sem a presenca de aditivo PHIB.1

Tabela 3 -Massa dos xerogéis acido, basico e nucleofilics apéagem completa.
Média da massa do Suporte

Xerogel Imobilizado (g) = Desvio Padrao
Acido 2,04 + 0,09
Acido com aditivo 2,35+0,16
Basico 1,17+ 0,12
Basico com aditivo 1,36 £ 0,13
Nucleofilico 1,93 £ 0,08
Nucleofilico com aditivo 2,45 +0,31

As massas dos derivados imobilizados variaram ehtté a 2,45 g. A principal
diferenca foi observada para os derivados condszado meio basico, os quais apresentaram
uma massa aproximadamente 50 % inferior aos deeaigados. Também, observa-se que
as formulac¢des conduzidas empregando o PEG, independo catalisador, apresentaram
uma massa de derivado um pouco superior em relg@E@nsaios conduzidos sem a adicéo
do PEG.

Esta tendéncia nos valores observados para assreséavinculado ao pH em que é
conduzida a sintese, o qual é influenciado pelo dip catalisador empregado. Na hidrélise
catalisada pelo acido (HCI) e pelo nucleodfilo (HExnbos de carater acido, devido a reacéo
eletrolitica, a velocidade da condensacéo € maieragde hidrolise, o que leva a formacéao de
géis que apods a secagem formam uma matriz denapdevolume de poro, dificultando a
eliminacdo do solvente do derivado e, consequemingerando maior massa final. Ao
contrério, sob condi¢cdes béasicas, a condensacacequeferencialmente entre oligdbmeros
altamente ramificados, conduzindo a formacédo de g@drticulados que, apds secagem,
produzem materiais menos densos, com alta porasi(BRINKER, 1988; BRINKER e
SCHERER, 1990; BUCKLEY e GREENBLATT, 1994; JOSERAP®O, 2005), ou seja, um
material com propriedades facilitadoras da elimiisago solvente da estrutura dos derivados

na etapa de secagem, proporcionando assim uma measea do derivado final.
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4.2 CARACTERIZACAO DOS DERIVADOS IMOBILIZADOS EM XE ROGEL
ACIDO, BASICO E NUCLEOFILICO OBTIDOS PELA TECNICAD E SOL-GEL

4.2.1 Difracao de raios X (DRX)

A Figura 7 apresenta as difratogramas de raiosrA pa derivados acido, basico e

nucleofilico na presenca da enzima lipaseCdedida antarcticaB obtidos pela técnica de

sol-gel.

Figura 7 - Difratogramas de raios X dos derivados imobilizadapresenca da enzima CAL B: (a) suporte
acido, (b) suporte basico e (c) suporte nucledfilic

(a)
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De acordo com a Figura 7, os suportes obtidos esepca da enzima CAL B né&o
apresentaram picos caracteristicos de materiaistalimos, e sim, halos na regido
compreendida entre 15 — 3@2 0), os quais sdo caracteristicos de materiais sdenacdo
cristalina, ou seja, de materiais amorfos.

A estrutura amorfa do derivado foi descrito por ¢teet al. (1992), no qual relatam
que as reacdes de hidrdlise e condensacdo do momdateesilicio em presenca de um
catalisador acido ou béasico atuam como agente gdgdo cruzada com a formacédo da

estrutura amorfa SiQ na qual o reticulado tridimensional é formadoedor da enzima.
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4.2.2 Isotermas de adsorc¢édo e dessor¢cao de N

A caracterizacdo da porosidade de matrizes hidicdébe de biocatalisadores
imobilizados € uma questdo complexa quanto a madsitotal, 0 tamanho dos poros e a
distribuicdo de tamanho dos poros. Os métodos hasesa adsorcdo de gas, sdo as mais
convenientes para o estudo das propriedades podsagateriais soélidos, através de
medi¢des volumétricas das quantidades de gas adis¢BOUZA et al., 2012).

As isotermas de adsorcao-dessorcao dedkea superficial especifica, volume de
poros especifico (Vp) e diametro (dp) das matribédrofdbicas e biocatalisadores
imobilizados foram determinados a partir de medigde adsorcao-dessor¢cao de nitrogénio,
que € um meétodo utilizado para a caracterizacdoaleriais microporosos e mesoporosos. A
analise textural mostra os resultados em relag@eade superficie especifica (método BET),
volume de poros e didmetro médio dos poros paraaaszes de sol-gel e os seus derivados
(SOUZA et al., 2012).

A Figura 8 apresenta as analises texturais realizpdra os derivados acido, basico e
nucleofilico obtidos com e sem o0 uso do aditivo PESBO sintetizados pela técnica de sol-
gel. Dados de literatura mostram gque o volume médd®poros e da area especifica sofrem
uma influéncia quando utilizado o aditivo PEG 158QUZA et al., 2012).

De acordo com Figura 8 os xerogéis imobilizadodaei nucleofilico, independente da
presenca ou ndo de aditivos, apresentaram isotetfonigo IV, que sado tipicamente exibida
pelos soélidos mesoporosos. Para os xerogéis basioms e sem o0 uso do aditivo,
apresentaram isoterma do tipo Il, caracteristieaad$orventes ndo porosos ou macro porosos
(GREGG e SING, 1982).

Para os derivados obtidos, as isotermas apresetdarmhos diferenciados quando
comparados a adsorcdo com a dessorcao. Este fem@rmmnhecido por histerese. Pode-se
observar que para 0s xerogéis acido e nucleofiticm e sem o uso de aditivo, as histereses
séo do tipo H2 e para o xerogel basico, com e sprasenca de aditivo, a histerese é do tipo
H3. O tipo H2 esta associado com uma estrutura owmaiglexa, no qual a distribuicdo do
tamanho de poro e a forma ndo estdo bem defin@&ipo H3 ndo exibe qualquer adsorcéo
limitante em altas pressdes relativas. Esta é witkrecia clara de que os adsorventes nao
possuem estruturas com mesoporosidade bem defBdAN-SAJONZ et al., 1997).



44

Figura 8 - Analise textural de adsorgdo/dessorcao gipa¥a os derivados xerogel acido, basico e nuéiemfi

com e sem o uso do aditivo PEG 1500.
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Na imobilizacdo de uma enzima, a morfologia do gofondamental, pois o poro deve
ser suficientemente grande para permitir a acondmdata enzima e o livre acesso do
substrato, mas quanto maior o poro menor a areafaigl do suporte e, consequentemente,
menor o numero de sitios disponiveis para a ligdednzima (MESSING, 1975).

Souza et al. (2012), apresentaram isoterma tippaM a silica pura e para o derivado
imobilizado acido com e sem o0 uso de Aliquat comitive, classificando o material como
mesoporoso. Os resultados observados para a gl e derivado sem aditivo para

adsorcao-dessorcao de concorrer com os das iso&&modom loops de histerese H2, o que
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caracteriza os materiais mesoporosos. No entaasoamostras contendo o aditivo Aliquat , o
volume adsorvido foi maior do que em silica puraraPos derivados imobilizados, as
isotermas foram do tipo isotérmicas IV com cicleshikterese H4.

A Tabela 4 apresenta as areas especificas, os e®larédio dos poros dos derivados
imobilizados (xerogel) em meio &cido, basico e @oitlico com e sem a presenca de aditivo
PEG 1500.

Tabela 4 -Caracteristicas dos xerogéis imobilizados em maitoabasico e nucleofilico com e sem o uso
do aditivo PEG 1500.

Xerogel Area especifica Volume médio dos
(m>.g?Y) poros (cm.g?)

Acido 218 49,98

Acido com PEG 222 51,12
Basico 204 46,93

Basico com PEG 162 37,14
Nucleofilico 284 65,22

Nucleofilico com PEG 141 32,30

E possivel observar na Tabela 4 que para os sepntetizados via catalise acida, a area
especifica, assim como o volume médio dos porosigditares em relagdo a presenca ou nao
do aditivo PEG. Para os demais derivados (basmackeofilico) observa-se uma reducéo da
area especifica (entre 20 e 50 %) para o derivadetigada com PEG em relacdo ao sem
PEG Esta diminuicdo da &rea relacionada a presEnB&G pode estar relacionada ao fato de
0 mesmo estar obstruindo poros. Um percentual dleg&® similar foi observado em relacao
ao volume médio dos poros.

Souza et al. (2012), utilizando liquidos iGnicosnooaditivos, obtiveram silicas com area
superficial de 278 mZljy Com o aumento a concentracdo de aditivo nas eesost
imobilizadas ocorreu uma modificacdo da estrutun@$a e os valores da area especifica e
volume de poros diminuiram.

Esta modificacdo estrutural causada pela adi¢c&alidigos também foi relatada por Zhou
(2005) que relacionou a modificacdo a formacaoategs de hidrogénio entre o anions dos
aditivos e os grupos silanol de silica. Vila Re&lagé (2011), utilizaram aditivos na
imobilizacdo deo-Rhamnosidase an@lglucosidase em matrizes sol-gel e relataram que a
adicdo de liquidos i6nicos no processo sol-gel mMpsahou um papel importante na
formacao de matrizes mesoporosas .

Contrariamente, Souza et al. (2010), relataram ajwdicdo de Aliquat 336 (um sal

quaternario) como aditivo durante o processo ddilmacdo pela técnica de sol-gel da lipase
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de Bacillussp . ITP-001 modificou a estrutura porosa dosvddos imobilizados, tais como
um aumento do tamanho dos poros, da area espezificaszolume dos poros. Na literatura, é
também relatado que o uso de aditivos na imobadizapode reduzir a lixiviacdo da enzima

utilizada em reatores diferentes (HARA et al., 2008

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE ESTERIFICACAO E DO RENDIMENTO
DA IMOBILIZACAO DA ENZIMA LIPASE EM SUPORTE XEROGEL PELA
TECNICA SOL-GEL

A Tabela 5 apresenta a massa de enzima e a atvidadesterificacdo teorica
adicionada na imobilizacdo, a massa do derivaddald atividade do derivado por grama, a
atividade de esterificagdo total do derivado e ersdimentos obtidos da imobilizagdo de

xerogel acido, basico e nucleofilico com e semmdgasaditivo PEG 1500.

Tabela 5 -Rendimento da imobilizacdo da enzima lipas€dedida antarcticaB (CAL B) em xerogel
acido, bésico e nucleofilico com e sem o uso diivadPEG 1500.

Enzima Adicionada Enzima imobilizada

Xerogel ME (g) AA (U/g) PS(g) AEU/g) AT (U) R (%)
Acido 1 779,19 2,16 197,05 425,63 54,62
Acido com aditivo 1 779,19 2,54 209,80 532,89 68,39
Basico 1 779,19 1,17 177,00 207,09 26,58
Basico com aditivo 1 779,19 1,48 378,78 560,59 71,95
Nucleofilico 1 779,19 2,03 148,46 301,37 38,68
Nucleofilico com aditivo 1 779,19 2,76 260,63 719,34 92,32

ME: massa de enzima; AA: atividade de esterificagfal presente na massa de enzima livre adicionada
imobilizac&o; PS: peso seco do derivado; AE: atig&lde esterificacdo por grama do derivado; AVidatde
total no derivado; R: rendimento do derivado.

De acordo com a Tabela 5 todos os ensaios apresm®ntan aumento na massa do
derivado e na atividade de esterificagdo com a dadido aditivo PEG 1500 e,
consequentemente, no rendimento e na atividadé dbtala. O xerogel nucleofilico com
aditivo apresentou atividade de esterificacdo d&3ALU/g e 92 % de rendimento, dentre os
ensaios, foi o que apresentou os melhores ressltado

Os resultados obtidos demostram que o efeito égtaiie do aditivo (PEG) estdo
coerentes com a literatura, que demonstram um gontn atividade catalitica quando o
suporte é tratado com polimeros organicos (KEELINBEKER et al., 2000; SOARES et al.,
2002).
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4.4 ESTABILIDADE DO ARMAZENAMENTO DOS DERIVADOS IMO BILIZADOS
EM XEROGEL ACIDO, BASICO E NUCLEOFILICO

A estabilidade do armazenamento € um dos critérais importantes para a aplicacéo
da enzima em escala industrial. Os processos caimas imobilizadas somente serdo mais
econdmicos que 0s processos com enzima livre, dpsglee consiga um tempo de meia vida
suficientemente longo para a enzima imobilizadas peste caso, haveria uma redugéo no
custo operacional do processo advindo do menorucomsie enzima, que deveria, além de
compensar as despesas adicionais com o procedinheirtwbilizacdo, ser inferior do que no
caso da enzima livre (TUMTURK et al., 2006; ZANINJ89).

A Figura 9 corresponde o comportamento da atividkelesterificacdo residual para
os derivados imobilizada no meio acido, basico @eafilico com e sem a adi¢cdo de aditivo

(PEG 1500), armazenados a temperatura ambiente.

Figura 9 - Atividade de esterificacdo residual da lipase iffipdoila e armazenada em temperatura ambiente.
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Independente da presenca ou ndo do aditivo PEGerosados imobilizados basico e
nucleofilico apresentaram atividades residuaisrsanes aos derivados imobilizados em meio
acidos. Considerando o mesmo derivado, observatargincias distintas em fung¢do da
presenca ou ndo de PEG. Os derivados imobilizadio® & basico apresentaram maiores
tempos de meia vida para as amostras sintetizalasosPEG, sendo que destes a maior
diferenca (de 7 para 28 dias, ou seja, 300 %) éroada para 0 meio 4cido. Tendéncia

contraria foi observada para o derivado nucledfiliara este derivado, o sintetizado na
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presenca de PEG, com 42 dias, foi o que apresentoaior tempo de meia vida. A enzima
livre teve um tempo de meia vida armazenada emdratyra ambiente de 14 dias, ou seja,
menor que a maioria dos derivados testados.

Quando armazenados em refrigeragdo na geladeiguréFil0) os derivados
apresentaram tendéncia similar aos obtidos quamdarchazenamento em temperatura

ambiente, ou seja, os derivados basicos e nudtepfédpresentaram maiores tempos de meia
vida em relacédo ao derivado acido.

Figura 10 - Atividade de esterificacao residual da lipase ifipdila e armazenada em refrigeracao.
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Entre os derivados, o basico sem aditivo e nudieofcom aditivo, com 203 dias de
armazenamento, foram os que apresentaram os nelfem@itados. O derivado basico e o
nucleofilico apresentaram tendéncias distintaswemgdo ao uso do aditivo PEG. No derivado
bésico, a auséncia do PEG proporcionou um maié0(Q %) tempo de meia vida em relacao
ao com o uso do PEG. Os derivados nucleofilicos B&® foram os que apresentaram o0s
maiores tempos de maia vida. Os derivados acidos,tempos de meia vida de 7 dias (sem
PEG) e 14 dias (com PEG) foram os que apresentasarasultados menos promissores. A
enzima livre apresentou um tempo de meia vida d#idsina geladeira.

Estes resultados demonstraram a potencialidade ddodologia proposta
considerando o derivado basico e nucleofilico, fuem os que apresentarem tempos de

meia vida superiores ao da enzima livre. Em relag@a@ditivo, ndo se observa a mesma



49

tendéncias, mas sim, comportamentos distintos b8ereados para os derivados basicos e
nucleofilicos, o que demonstra a necessidade dazaigdo do sistema.

Em relacdo a temperatura de armazenamento, osend@mpos de meia vida, com
203 dias, foram observados para as amostras congsptes aos derivados basico sem PEG
e nucleofilico com PEG, armazenados em refrigeracao

Em fungcéo dos resultados dos derivados acidos ex@mntsido satisfatorios, com
tempos de meia vida similares ou inferiores aoembslos para a enzima livre, optou-se por
nao testa-lo no decorrer do trabalho.

A capacidade para ser armazenada durante um pemady a uma determinada
temperatura € um dos principais fatores a serensidemados quando se utiliza lipases
imobilizadas. Neste contexto, com uma atividadédved de aproximadamente 100 % por
203 dias, o derivado basico sem PEG e nucleofdara PEG, se destacam em relacdo aos
resultados observados na literatura.

Soares et al. (2006), demonstram que a lipase liraid em sol-gel com a adi¢éo de
PEG 1500 apresentou tempo de meia vida de 94 Hipase imobilizada por ligacao
covalente em sol-gel (BRAGA et al., 2005) apresamtauma reducédo de sua atividade em
apenas 10 % no periodo de 30 d e 23 % ap6s 60BRlisson et al. (2001), observaram para a
lipase deRhizomucor miehemobilizada em sistemas de sol-gel, uma atividadelual de 91
% apos 3 meses de armazenamento em meio aquos@zYdt al. (2010; 2011), observou
que as lipases deandida rugosamobilizadas em matriz sol-gel mantinham uma dtide
residual dex 90 % por 50 dias quando armazenadas@ dnquanto a enzima livre, apos 12

dias apresentou 15 % da atividade residual.
4. 5ESTABILIDADE TERMICA
A Figura 11 apresenta as atividades residuais téefescao referentes a estabilidade

térmica para os derivados basicos e nucleofilioos € sem PEG ativados a temperaturas de

40, 60 e 80 °C em estufa por um periodo de 60 ms$nut
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Figura 11- Atividade residual em diferentes temperaturas deontato durante 60 minutos.
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De acordo com a Figura 11 todos os ensaios apasagnta mesma tendéncia, de
reducao da atividade residual com o aumento dadeatyra. Fica evidente que a estabilidade
térmica dos derivados frente a enzima soluvel, ¢hanena maioria dos imobilizados. A
enzima na sua forma sollvel, apresenta certa fleldtde, o que faz com que seu sitio ativo
sofra mudancas conformacionais, estas, muitas veregersiveis, tornando-a inativa.
Quando imobilizada, ela se encontra numa forma nigida, devido as suas ligagdes com o
suporte. Essa rigidez diminui a flexibilidade daiera, e mantem a forma do sitio ativo, que
€ responsavel por sua atividade catalitica (SILX@Q7).

Entre os derivados, os com adicdo de PEG 1500eapesgam 0s maiores valores de
atividade residual em todas as temperaturas. AGB00S Unicos suportes a apresentarem
atividade residual foram os basicos, com e senitvadom atividade residual de 38 % e 20
%, respectivamente. Quando comparado os derivadobilizados com a enzima livre, 0
derivado béasico com e sem aditivo, em todas asdenpas estudadas, apresentou maior
atividade residual.

Carvalho et al. (2013) relataram que a enzimBafgllussp. ITP 001 imobilizada em
matriz sol-gel teve 55 % de sua atividade inici8l7a®C e menor que 50 % a 60 °C apds 60
minutos de contato. Lipase deandida rugosaforam imobilizadas em matriz sol-gel e

incubadas por 2 horas a 60 °C. A enzima livre peiampletamente sua atividade em 80
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minutos a 60 °C, enquanto a enzima imobilizada evenb4 % da atividade residual em 120
minutos a 60 °C (YILMAZ et al., 2010).

Souza (2013), para a enzima CAL B imobilizada emongarticulas magnéticas
observou uma perda de atividade de 20 % apés ltosia 60 °C. Nestas mesmas condicdes
a enzima livre perdeu mais de 70 % de sua atividadal.

Lipases deCandida rugosdivre e imobilizada em quitosana por ligagcao cens,
foram incubadas a 50 °C por Simdes et al. (2011ipase na forma livre apresentou 20 % da
atividade residual apos 60 minutos de incubacéquasrto a lipase na forma imobilizada
manteve 60 % da atividade inicial nesse mesmo g@de tempo. Esses dados indicam que o
procedimento de imobilizagdo atuou no sentido deesatar a estabilidade térmica da enzima.

Para que uma enzima tenha potencial para apliéagéstrial um requisito importante
€ a estabilidade térmica, ja que muitos processliam temperatura na faixa de 40 a 50°C

(CARVALHO et al., 2013).

4.6 INFLUENCIA DA TEMPERATURA NA REACAO DE ESTERIFI CACAO

A Figura 12 apresenta a atividade de esterificagagpregando temperaturas
reacionais de 30, 40 e 50 °C na reac¢do de sintesleato de etila.

Figura 12 - Atividade de esterificacdo em diferentes tempeaatna reacéo de sintese.
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Tendéncias distintas em termos de atividade séenaodidas entre os derivados (Figura

12). Para os derivados nucleofilicos observa-se dimauicdo na atividade com o aumento
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da temperatura. Para os derivados basicos obseruaisaumento da atividade quando a
temperatura passa de 30 para 40 °C seguido de umaugtdo da mesma quando a
temperatura passa para 50 °C. Em todas as tempperaisi derivados com PEG, em relacao
aos sem PEG, foram os que apresentaram as mdiordades. Entre eles o nucleofilico foi o
gue apresentou as maiores atividades nas tempesaei30 e 40 °C.

A enzima livre apresentou uma tendéncia de aundmttividade com o aumento da
temperatura para a regido estudada, sendo que’@, %ua atividade de esterificacdo (615
U/qg) foi superior a dos derivados imobilizados pesta temperatura.

Ainda, de acordo com a Figura 12, o derivado niitiem, com e sem PEG, foi o que
apresentou as maiores conversoes a 30 °C. Estdmdes indicam que a enzima imobilizada
nao precisa de altas temperaturas (energia) ptaksea a reacao de oleato de etila. Observa-
se que as maiores atividades de esterificacédo fpemenos derivados nucleofilicos com e sem
aditivo a 30 °C, que corresponderam a atividadd.@&5,2 e 887,8 U/g, respectivamente,
enquanto que a atividade maxima da enzima livrdéd15,18 U/g, porém a 50 °C.

Zhong et al. (2013), avaliou o efeito da tempegt(gntre 10 e 60 °C) sobre a
atividade de esterificagcdo em acido oleico e etélidl) para a lipase deandidasp. 99-125.
Os melhores resultados foram obtidos a 25 °C, sudgeum efeito negativo da temperatura
sobre a atividade.

4.7 ESTABILIDADE OPERACIONAL (REUSO)

A reutilizacdo de enzimas em mais de um ciclo dg&e € um dos principais
objetivos da imobilizacdo, este fato é importanégapas enzimas devido ao seu precgo
elevado, visto que, o custo da enzima € um dogipahproblema quando se refere a sua
aplicacao industrial.

Normalmente, considera-se que uma enzima podeestlizada até a sua atividade
seja maior ou igual a 50 % do valor da atividadeaah

A possibilidade de reutilizar a lipase deandida antarcticaB imobilizada foi
determinada por reacdes de sintese de oleatoldesetpregando trés diferentes métodos de
reusos: Reuso continuo, continuo lavado com heraaccada 24 horas, apresentados nas
Figuras 13, 14 e 15, respectivamente.
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Figura 13 - Atividade residual do reuso continuo.
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De acordo com a Figura 13, para o método contimgoderivados com PEG
apresentaram melhores resultados do que os satetizna auséncia do PEG, sendo que o
derivado basico com 5 reusos foi o que apresendomealhores resultados. Os resultados
referentes ao reuso continuo lavado com hexanargri@4) apresentam similaridade de
tendéncia e valores, aos observados para o renfown. O Unico derivado a apresentar mais

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

Figura 14 - Atividade residual do reuso continuo lavado comaimex
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Para o reuso a cada 24 horas (Figura 15) o deribadimo apresentou um numero
maior de reciclos do que o derivado nucleofili@ndo mais indicado para esse método de

reuso.
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Figura 15 - Atividade residual do reuso a cada 24 horas.
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Para ambos os derivados, a presenca do PEG nasemafoe efeito, ou seja, 0s
derivados com e sem PEG apresentaram 0 mesmo ndemeensos, 0s basicos com 7 reusos
e os nucleofilicos com 3 reusos cada.

Independentemente do tipo de reuso o maior numeerepkticdes foi observado para
0 suporte basico com PEG. Dentre os reusos, o métmu maior reusos foi o conduzido a
cada 24 horas.

Cabe ressaltar que o decréscimo da atividade aiseatom consequéncia da reducao
da atividade residual pode estar relacionada aapdwdsuporte durante o processo, uma vez
gue 0 mesmo apresenta-se na forma de po finamerdald, o que dificulta sua recuperacao
para o reuso seguinte. Este fato pode justificareaor nimero de reusos observados para o
ensaio conduzido com lavagem de hexano.

Diversos trabalhos de pesquisa focada em melhoeatabilidade e a reutilizacao de
enzimas imobilizadas, possibilitaram a sua aplicagé escala industrial. Hara et al. (2008)
mostrou que a lipase Amano PSRigkholderia cepaciamobilizada por aprisionamento em
sol-gel, com 8 reusos, apresentou uma boa capactiarkutilizacdo a temperatura ambiente.

Resultados semelhantes foram obtidos por Yilmad.e{2011 e 2010) para a lipase
de Candida rugosaa qual permitiu sua reutilizacao por 5 vezes a@30Souza et al., (2012)
conseguiu 3 reusos para a lipaseBaeillus sp. imobilizada pela técnica de sol-gel usando
Aliquat 336 como aditivo. Carvalho (2011) e Simdssal. (2011), descreveram que a
estabilidade operacional da atividade de estecéicdoi menor que 50 % da atividade inicial



55

apos o segundo uso da lipaseB#eillus sp. ITP-001 imobilizada em matrizes hidrofébicas

pela técnica sol-gel.

4.8 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA MASSA DE ENZIMA E DE  ADITIVO PEG
1500 NO RENDIMENTO DO DERIVADO IMOBILIZADO

Considerando os resultados anteriores e visandmmawea efeitos da variaveis massa
de enzima e massa do aditivo PEG no processo dglimagao, realizou-se um planejamento

experimental para os derivados catalisados em basico e nucleofilico.

4.8.2 Planejamento de experimento para o derivadakico

A Tabela 6 apresenta os ensaios realizados pad#essntes valores de massas de
enzima e aditivo PEG 1500 testadas no Planejantaitial Z, as variaveis codificadas {X

e Xp), assim como os resultados obtidos na imobilizacao

Tabela 6 -Matriz de experimentos do Planejamento Fatofi@on trés pontos centrais e os resultados
obtidos da imobilizacdo da enzima lipaseC@mdida antarcticaB (CAL B) pela técnica de sol-gel.

Experimento X X2 Al MS AAl 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 2484,381953,84 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 2484,38267,47 131,52
5 0(0,15) 0(0,025) 1379,721,88 1490,63 2593,87 174,01
6 0(0,15) 0(0,025) 1349,302,01 1490,63 2712,09 181,94

7 0(0,15) 0(0,025) 1359,461,93 1490,63 2623,76 176,02
X1 massa de enzima (g);,Xmassa de aditivo (g); Al: Atividade do suporteobilizado (U/g de
suporte); MS: Massa do suporte imobilizado (g); AAfividade adicionada na imobilizagéo (U/g); ATS:
Atividade total do suporte (U); RI: Rendimento dwbilizado (%).

Pode-se observar na Tabela 6 que fixando a qudetdia PEG e variando a massa de
enzima (0,05 para 0,25 g) ocorre um decréscimo alorwda atividade inicial (Al), da
atividade total do suporte (ATS) e consequentementelecréscimo do rendimento do
imobilizado (RI1). Quando se fixa os valores de mraze varia-se a quantidade de aditivo PEG
ocorre um aumento da atividade inicial (Al), davidtide total do suporte (ATS) e,
consequentemente, do rendimento (RI). Para os iexgrios 1 e 3 a atividade total do
suporte aumentou de 422,2 para 1464,5 U/g e nosri;ygntos 2 e 4 as atividades totais
variaram de 1.951,3 para 3.271,4 U/g respectivaenent
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Os rendimentos maiores que 100 %, foram observadssnsaios 3, 4,5, 6 e 7. O
maior rendimento, com 294,75 %, foi observado neaenconduzido empregando a menor
massa de enzima e a maior massa de PEG. O aunzentasda de enzima, independente da
massa de PEG proporcionou os menores rendimentbsando um efeito negativo da massa
da enzima. Independente da massa de enzima, oggwePEG proporcionou um aumento
do rendimento de imobilizagéo, indicando um efpitesitivo do PEG.

A Tabela 7 apresenta o coeficiente de regress@op@adrdo, valores de t e p, para o
rendimento de imobilizacdo a um nivel de confiashe®5 %.

Tabela 7 -Coeficiente de regresséo e erro padréo, valoresededo planejamento do Planejamento
Fatorial Z para o rendimento de imobilizagdo em funcéio dasendse enzima e de PEG.

Fonte de Coeficiente de
variagao regressao Erro padrdo 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

X;: massa de enzima (g);Xmnassa de aditivo

De acordo com os resultados apresentados na Taleldos os fatores avaliados para
a ativagdo foram estatisticamente significativos<(p,05) no se refere ao rendimento de
imobilizacdo. Observa-se o0 efeito negativo paraaasa de enzima e um efeito positivo para a
massa de PEG, indicando que um aumento do rendir@estitido quando se diminui a massa

de enzima e aumenta-se a massa de PEG.

Tabela 8 -Andlise de variancia dos resultados obtidos atrdeésxperimentos do Planejamento Fatorial
2

2
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor F
variacao guadrados liberdade médio calculado
Regressédo 30681,55 3 10227,1819,79
Residuo 1550,56 3 516,85
Total 32232,11 6

R* 0,95; Ry 9,28

A Equacgao 7 apresenta o modelo codificado de pramefrdem que descreve o
rendimento de imobilizacdo para o derivado basmdwcdo das variaveis massa de enzima
e massa de PEG. O modelo foi validado pela andksgariancia (Tabela 8), na qual se

obteve um coeficiente de correlacdo de 0,95 e @dulado € maior do que o F tabelado, que
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permite, desta forma, a construgcdo da superficieedposta e/ou a curva de contorno
apresentadas na Figura 16.

Rendimente 160,33 — 42,50 . X+ 65,73.% — 39,29 . X.X, Equacéao 3

Figura 16 - Superficie de resposta e curva de contorno dévess no rendimento do derivado basico nos
experimentos do Planejamento Fatorfal 2
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E possivel observar na Figura 16 que a superfie rebposta apresenta o
comportamento da imobilizagdo em relacédo ao renttiméode-se observar que a tendéncia

para o ponto 6timo de rendimento encontra-se emraglminimos de massa de enzima e
valores maximos de aditivo PEG 1500.

4.8.1 Planejamento de experimento para o derivadaucleofilico

A Tabela 9 apresenta os ensaios realizados noiedo obtidos para os diferentes
valores de massas de enzima e aditivo PEG 150@&ssho Planejamento Fatorid) Bem
como as variaveis codificadas;(¥ X;) e as respostas obtidas na imobilizacao.

O suporte nucleofilico apresentou comportamentoila@inao suporte basico em
relagéo as variaveis estudadas. Quando fixou-smmtigade de PEG e variou-se a massa de
enzima de 0,05 para 0,25 g ocorre um decréscimuattr da atividade inicial (Al), da
atividade total do suporte (ATS) e do rendimentt),(&ndo que nos ultimos esta diferenca é
mais perceptivel. Quando fixa-se os valores denemei varia-se a quantidade de aditivo PEG

observa-se um aumento da atividade inicial (Al),atlaidade total do suporte (ATS) e do
rendimento (RI).
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Tabela 9- Matriz de experimentos do Planejamento Fatofigbn trés pontos centrais e os resultados
obtidos da imobiliza¢@o da enzima lipaseGdmdida antarcticaB (CAL B) pela técnica de sol-gel.

Experimento  X; X2 Al 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
6

0(0,15) 0(0,025) 264,73 4,32 1434,38 1143,63 79,73
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)zXmassa de aditivo (g); Al: Atividade do suportebilizado (U/g de suporte); MS:
Massa do suporte imobilizado (g); AAI: Atividadei@dnada na imobilizag&o (U/g); ATS: Atividade toti
suporte (U); RI: Rendimento do imobilizado (%).

Os maiores rendimentos de 111,4 % e 183,9 %, fofsarvados nos ensaios 1 e 3,
respectivamente, ou seja, nos ensaios conduzigdmseoenor massa de enzima.

Para este suporte, o aumento da massa de enziependente da massa de PEG
também proporcionou 0s menores rendimentos, indacamm efeito negativo da enzima.
Independente da massa de enzima, o emprego do P&Eer@onou um aumento do
rendimento de imobilizacéo, indicando um efeitoifpasdo PEG.

Comportamento semelhante foi descrito por Soareal.ef2003) em que a lipase
microbiana deCandida rugosdoi imobilizada em silica de porosidade controladen 0 uso
do aditivo PEG 1500. Os autores observaram umandig@o do rendimento de 59,5 % para
41,9 % quando a massa de enzima foi aumentadd dee00,3 g.

Os valores de rendimento de imobilizacdo dos exyrios 1 e 3 S0 superiores aos
encontrados na literatura. Pereira et al. (2008pilhzaram lipases em quitosana e obtiveram
um rendimento inferior a 17 %. Bayramoglu et al002) imobilizarama-amilase em
membrana porosa obteram rendimentos menores deeB0 8éus trabalhos.

A Tabela 10 apresenta o coeficiente de regress@op@adrao, valores de t e p, para

o rendimento de imobilizacdo a um nivel de confiaae 90 %.

Tabela 10- Coeficiente de regresséo e erro padréo, valagsalt do planejamento do Planejamento
Fatorial Z para o rendimento de imobilizagdo em funcéo dasends enzima e de PEG.

Fonte de Coeficiente de
variacao regressao Erropadrdo 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

X: massa de enzima (g)yXmnassa de aditivo
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De acordo com os resultados apresentados na THbedpenas a varidvel massa de
enzima mostrou-se significativa ao nivel de 95 %caiafianca, enquanto o efeito massa de
aditivo PEG 1500 e a interacdo entre a massa dmarmzaditivo foram significativo ao nivel
de 90 % de confianca para a faixa experimentaladeal

A equacao 8 apresenta o modelo codificado de mameidem que descreve o
rendimento de imobilizagédo para o derivado nudieofiem funcdo das varidveis massa de
enzima e massa de PEG. O modelo foi validado peilise de variancia (Tabela 11), na qual
se obteve um coeficiente de correlacdo de 0,9% ealculado é maior do que o F tabelado,
gue permite, desta forma, a constru¢do da superieiresposta e/ou a curva de contorno
apresentadas na Figura 17.

Tabela 11- Analise de variancia dos resultados obtidos agans experimentos do Planejamento Fatorial

22,
Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Valor F
variacao guadrados liberdade médio calculado
Regresséao 11461,17 3 3820,39 10,39
Residuo 1103,15 3 367,72
Total 12564,32 6
R 0,91 Ry 5,39
Rendimente 91,09-45,78.%+25,63.%-10,63.%.X> Equacao 4

Figura 17 - Superficie de resposta e curva de contorno désvess no rendimento do derivado nucleofilico nos
experimentos do Planejamento Fatorfal 2
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A superficie de resposta apresenta o comportantanimobilizacdo em relacdo ao

rendimento. Pode-se observar que a tendéncia @o ptmo de rendimento encontra-se em
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valores minimos de massa de enzima e valores reaftgeaditivo PEG 1500. Resultado
semelhante ao encontrado na imobilizacao catalisadmeio basico (Figura 16).

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciafeitw eestabilizante do aditivo PEG
e estdo coerentes com a literatura, a qual awilawimento da atividade e, consequentemente,
do rendimento da imobilizacdo, a provavel proteda@ enzima contra a agregacdo ou
desnaturacdo devido a presenca de silanos utibzado formacdo da matriz silica
(CARVALHO, 2011; SOARES et al., 2003).

Resultados similares foram descritos por Villeneateal. (2000) em reacdo de
transesterificacdo do acido estearico com 6lecatftegpempregando lipase Bdizopusspp.
imobilizada em silica. Segundo esses autores, tv@dPEG-1500 serve como “brago”
espacador em meio organico, facilitando a reacdalisada por enzimas imobilizadas,
provavelmente devido ao fato deste “braco” minimas interacdes hidrofobicas e a atracao
eletrostatica entre a proteina e o suporte. Pravavde nos resultados obtidos no presente
trabalho, o PEG tenha desempenhado um comportarsiemtar.

A concentracdo da enzima na solucdo de imobilizagécseja, a carga enzimatica
oferecida para a imobilizacédo, também pode afetdistabuicdo da enzima imobilizada no
suporte. Estudos reportados na literatura indicaemgpuanto mais concentrada a solugéo de
enzima utilizada na imobilizacdo, mais heterogémge@senta-se a distribuicdo interna da
enzima imobilizada, pois, tende a se acumular aagdas mais superficiais da particula do
suporte, o que interfere a quantidade de enzimailimada e a medida da atividade
enzimatica do derivado (MENDES et al, 2006; RODRES kt al., 2008).

4.9 DETERMINACAO DA CONVERSAO DA REACAO PARA PRODUC AO DE
ESTERES AROMATIZANTES

A sintese enzimatica de compostos de aroma € rmpécidica e vidvel em relacdo a
extracdo quimica a partir de vegetais, pois indépela estacdo, clima e variagdo geografica
e nao requer grandes quantidades de matéria-pRMAAFINDRALAMBO et al., 1994).

A reacdo de sintese de acetato de isoamila, ocquwatteriza aroma de banana, foi
testado nos pontos de maiores rendimentos dosadesvimobilizados bésico e nucledfilico,
gue resultaram nas conversdes apresentadas na T&bel



61

Tabela 12 -Conversfes de acetato de isoamila com o uso divedes basico e nucleofilico.

Suporte Converséao (%) Acetato de isoamila
Derivados nucleofilico 65,88
Derivados basico 71,34

Observa-se na Tabela 12 que os derivados apremantalas condicdes testadas,
valores préoximos de conversdo na sintese de aadtat®oamila de 65,8 % e 71 % para o
derivado nucleofilico e basico, respectivamentée€sesultados indicam a possibilidade de
utilizacdo do derivado imobilizado na sintese dé&osuaromas, porém, é necessario um
estudo através de um planejamento de experimeriiimste aperfeicoar o processo.

Véarios estudos tém demonstrado a obtencdo de ®ssiméetizados com altos
rendimentos utilizando diversas lipases de origeiorabiana (NOGALES et al., 2005;
ROMERO et al., 2007; SHIH et al., 2007). Os ést@resluzidos por sintese enziméatica sao
predominantemente obtidos em meios organicos camo l@nteddo de agua, mantendo
assim a conformacéo ativa da lipase e sua ternmlgdiale (BEZBRADICA et al, 2007).

A maxima porcentagem de esterificacdo atingidastode de Aragéao et al. (2009),
para a sintese de butirato de isoamila foi utitita®3 g L'* de Lipozyme TL IM como
biocatalisador a 30 °C, 180 rpm, razdo molar aléomlo 1:1 e concentracdo do acido de
0,06M, alcancando uma conversao superior a 80 %&m

Mahapatra et al. (2009) estudaram o efeito da glede de enzima na esterificacdo
de acetato de n-butila e acetato de n-propila, wal €pi variado a massa de lipase de
Rhizopus oligosporusnobilizada em gel de silica reticulada de 2,51% (J/mL ) a 30 % (18
U/mL) (m/v) a 30 °C. Observou-se que 50 e 56% dev&xsdo molar de sintese pode ser

alcancada apos 24 h de reacdo a uma concentragfcide de 25 % (15 U/mL).
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5 CONCLUSOES

Foi possivel imobilizar a enzima lipase @andida antarcticaB (CAL B) por
encapsulamento em matriz hidrofébica obtida pedai¢é@ de sol-gel utilizando trés diferentes
meios de catélise (4cido, béasico e nucleofilic@mce sem o emprego do aditivo
polietilenoglicol (PEG-1500).

Os experimentos realizados permitiram seleciondipase Candida antarcticaB
imobilizada nos xerogeis béasico e nucleofilico coms melhores derivados, pois,
apresentaram melhor estabilidade em armazenameaitalq comparados com a enzima livre
e a enzima imobilizada em xerogel acido.

O processo de imobilizacdo proporcionou um aumeatestabilidade térmica, de
armazenagem e operacional em relacdo a enzima Agecondigcbes de armazenamento
influenciaram na estabilidade. As amostras armalsen@m refrigeracdo apresentaram o0s
maiores tempos com atividade residual proxima a%00

Os resultados demonstram a possibilidade de wartilps derivados basico e
nucleofilico por até sete vezes, considerando 5@%atiVidade residual. Além disto, foi
possivel observar o efeito do tipo de tratamentcears ciclos. A lavagem com hexano, por
exemplo, proporcionou o menor numero de recicloglependente do derivado. Um
planejamento experimentaf Zoi proposto para verificar a influéncia no rendimo de
imobiliza¢do das variaveis, massa de enzima e namsaditivo PEG 1500.

O emprego do aditivo PEG 1500, independentementemdasa de enzima,
proporcionou um aumento na atividade do derivadoresequentemente do rendimento. O
planejamento experimental demonstrou efeito neggtara a massa de enzima e positivo

para o aditivo PEG 1500 sobre o rendimento da ihzalggo.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a)

b)

¢)
h)

Avaliar a imobilizacdo da enzin@andida antarcticaB pela técnica de sol-gel com o uso de
outros precursores de silica como o trimetiloitceib (TMOS) para a preparacao de xerogéis
e aerogeéis;

Testar o uso de diferentes aditivos na imobilizag@mo polietilenoglicol (PEG), polivinil
alcool (PVA) e liquidos ibnicos;

Realizar a secagem com o emprego de diéxido demarCQ) em meio supercritico nas
matrizes puras e nos biocatalisadores imobilizédirsvados) para a obtencao dos aerogéis;
Otimizar o processo de secagem em meio supergritico

Avaliar a estabilidade frente a diferentes pH epiatura;

Verificar o potencial dos derivados imobilizados esacdes de hidrélise, esterificacdo e
sintese de diferentes aromas;

Otimizar as rea¢fes nas quais serao aplicadasmaaeinzobilizada;

Avaliar a estabilidade operacional (reusos) dowa#os nas diferentes reacdes na qual serdo
aplicados;

Avaliar a viabilidade econémica do processo.
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