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RESUMO: O principal objetivo da imobiliza¢do de enzimas ¢ obter um bio-
catalisador com atividade e estabilidade que nao sejam afetadas ao final de um
processo, em comparagao a sua forma livre, além de facilitar sua reutilizagdo e,
consequentemente, tornar-se um processo viavel. Dentre as diferentes formas
de imobilizagao, a técnica sol-gel destaca-se devido a possibilidade de imobili-
zagao in situ, controle da temperatura e pH na polimerizacao do suporte, além
de permitir o uso de aditivos que atuam na protecdo da enzima, aumentando a
atividade e a estabilidade. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi
imobilizar a lipase comercial de Candida antarctica (CAL B) e verificar, por
meio de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, qual o
melhor percentual de aditivo alcool polivinilico (PVA) e a melhor concentragao
de enzima que codificam as maiores atividades da imobilizagdo da lipase de
Candida antarctica B (CAL B) em matriz hidrofobica xerogel. A construgao
da superficie de resposta e curvas de contorno identificam como 0,411g de
massa de aditivo e 1,22 mL de enzima, os melhores pontos do planejamento,
cujos modelos foram estatisticamente validados, gerando um rendimento de
imobilizacao de 601,34 %.

Palavras-chave: Biocatalise. Esterificacdo. Rendimento de Imobilizacao.
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ABSTRACT: The main objective of enzyme immobilization is to obtain a
biocatalyst with activity and stability that is not affected at the end of a process,
compared to its free form, in addition to facilitating its reuse and consequently
a feasible process. Among the different forms of immobilization, the sol-gel
technique stands out due to the possibility of in situ immobilization, tempera-
ture control and pH in the polymerization of the support, besides allowing
the use of additives that act in the protection of the enzyme, increasing the
activity and stability. In this context, the objective of the present work was
to immobilize the commercial lipase of Candida antarctica (CAL B) and to
verify, through a Rotational Central Compound Design (DCCR) 22, the best
percentage of polyvinyl alcohol additive (PVA) and the best enzyme con-
centration which encode the major activities of the lipase immobilization of
Candida antarctica B (CAL B) in hydrophobic xerogel matrix. A construgao
da superficie de resposta e curvas de contorno identificam como 0,411g de
massa de aditivo e 1,22 mL de enzima, os melhores pontos do planejamento,
cujos modelos foram estatisticamente validados, gerando um rendimento de
imobilizac¢ao de 601,34 %. The construction of response surface and contour
curves identified 0.411 mass additive and 1.22mL enzyme as the best planning
points, whose models were statistically validated and yielding an immobili-
zation yield of 601.34%.

Keywords: Biocatalysis. Esterification. Immobilization Yield.

Introducgao

O uso de lipases como catalisadores de
reacdes da industria quimica ¢ cada vez
mais aplicado, devido a sua capacidade em
modificar a velocidade de uma reagdo sem
alterar o produto final (NADAR et al., 2018;
SOTI etal., 2018). Entretanto, as enzimas na
sua forma livre possuem um curto tempo de
vida, o que limita a sua utilizagdo, as quais
podem ser afetadas por diversos fatores
como temperatura ¢ pH, que podem causar
desnaturagdo, perdendo seu poder catalitico
e impedindo o seu reuso (URRITIA et al.,
2018; HU et al., 2018).

As enzimas podem ser imobilizadas sobre
uma ampla variedade de suportes naturais ou
sintéticos, a sele¢do do suporte e/ou a técnica
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depende da natureza da enzima, do substrato
e da aplicagdo (BUGA et al., 2010).

O processo sol-gel € usado para a fabrica-
¢do de vidro e materiais ceramicos, em que
a solucdo (sol) evolui gradualmente para a
formacao de um gel como rede que contém
um liquido e de fase sélida (HENCH; WEST,
1990). Técnicas de sol-gel tornaram-se muito
populares recentemente, devido a sua homo-
geneidade quimica elevada, temperaturas
de processamento baixas, ¢ a possibilidade
de controlar o tamanho e a morfologia das
particulas. Os materiais derivados de sol-gel
proporcionam excelentes matrizes para uma
variedade de compostos organicos € compos-
tos inorganicos. As vantagens da tecnologia
de sol-gel sdo usadas nos campos de senso-
res biomédicos, materiais de laser, e para
aplicagOes de entrega de drogas sustentadas
(HENCH; WEST, 1990).
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A imobilizac¢do da enzima no interior das
matrizes produzidas pelo processo de sol-
-gel € uma técnica vantajosa, pois reserva a
atividade enzimatica e evita a sua lixiviagdo
(ALFAYA; KUBOTA, 2002).

A secagem por evaporagdao normal da
suspensdo coloidal provoca o surgimento de
uma pressao capilar, levando ao encolhimen-
to darede do gel. Isto resulta na formagao do
xerogel. Da propria palavra, “xero” significa
secar, dai pode-se, de maneira simples, assu-
mir que xerogel ¢ simplesmente um gel que
foi seco sob condigdes normais de temperatu-
ra e pressao (BRINKER; SCHERER, 1990).

A utilizacdo de aditivos para estabilizar
enzimas dentro da matriz sol-gel, como
agucares, aminoacidos, poliois e agentes
tensoativos, tem sido feita para aumentar a
atividade e estabilidade de varias enzimas
imobilizadas por alteracao da hidratagao da
enzima ou redugdo do encolhimento do gel.
Eles também podem afetar as propriedades
fisicas do gel através da participagdo em
reacdes de condensacdo com grupos silanol
livres (REETZ et al., 2003; SOARES et al.,
2006).

Sao exemplos de aditivos eficientes
utilizados para imobilizacdo de lipases nos
suportes obtidos pela técnica sol-gel: o po-
lietilenoglicol (PEG), liquidos i6nicos (LIs),
alcool polivinilico (PVA), caseina, gelatina
e albumina (REETZ; ZONTA; SIMPE-
LKAMP, 1996; VILLENEUVE et al., 2000;
SOARES et al., 2003, 2004, 2005; HARA et
al., 2010, BATTISTON, et. al., 2017).

A escolha do aditivo a ser utilizado no
processo de imobilizacdo esta associada ao
tipo de fenomeno no sistema imobilizado, tais
como: protecao da enzima contra a inativacao
durante a etapa de imobilizagao; retencdo da
camada de agua ao redor do biocatalisador;
efeitos dispersantes das moléculas da enzima
e facilitadores de transporte de massa (SOA-
RES et al., 2005; HARA et al., 2010).
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O alcool polivinilico (PVA) apresenta
boas caracteristicas para aplicagdo na imobi-
lizagao de enzimas, devido a sua grande area
de superficie, alta porosidade, estabilidade
térmica, Optica e quimica (LIMA-BARROS
et al., 2002).

Neste contexto, para a imobilizagdo da
lipase Candida antartctica B, optou-se pelo
emprego do método sol-gel, particularmente
pela sua simplicidade, sendo que a enzima a
ser imobilizada ¢ adicionada in sifu durante
a formagdo da matriz, proporcionando a
incorporacao total da enzima oferecida ao
suporte, além de o processo ocorrer em con-
dicdes brandas de temperatura (ambiente) e
em uma ampla regido de pH. Como aditivo
empregou-se o alcool polivinilico (PVA).

Metodologia

Enzima e materiais quimicos
utilizados

A lipase de Candida antartica B (CAL
B, Novozymes) foi imobilizada em silica
obtida pela técnica sol-gel. Os produtos qui-
micos utilizados foram tetrametilortosilicato
(TMOS, 99% Sigma-Aldrich) como precur-
sor da silica; etanolamina (98%, Sigma-Al-
drich) como iniciador da reagdo de polimeri-
zac¢do, brometo de cetiltrimetilamdnio como
agente direcionador da estrutura (CTMABET,
98% Sigma-Aldrich), polietilenoglicol 1500
(Sigma-Aldrich) e agua destilada.

Influéncia da Porcentagem de Aditivo
(PVA) e da Concentragao de Enzima
na Atividade de Esterificacdo do
Imobilizado

O emprego do PVA como aditivo na imo-
bilizacdo de xerogel foi avaliado mediante
o emprego de planejamento experimental
DCCR 2% A outra variavel avaliada foi o
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volume de extrato enzimatico. As variaveis e
os valores codificados estudados encontram-
-se apresentados na Tabela I.

A resposta avaliada foi a atividade do de-
rivado imobilizado produzido e o rendimento
de imobilizagao.

A lipase de Candida antartica B foi imo-
bilizada in situ em uma matriz hidrofobica
obtida pelo método sol-gel. A metodologia
utilizada para a preparacdo dos suportes
foi adaptada da descrita por Macario et al.
(2009). Inicialmente, foi preparada uma
solugdo aquosa com os volumes de extrato
enzimético e massa de PVA. Agua destilada
foi adicionada para alcangar o volume total
de 18 mL. Essa solug¢do foi submetida por
1 h a agitagdo em agitador orbital (shaker),
a temperatura ambiente (25 °C), 300 rpm.
Apos este periodo, foram adicionados 3,69
mL de TMOS e 0,075 mL de Etanolamina.
Entéo, a solugdo foi submetida novamente a
agitagdo, em agitador orbital, a temperatura
ambiente, 300 rpm, por um periodo de 24 h
para completar a secagem do suporte.

Determinacao do Rendimento de
Imobilizacdo

O rendimento do imobilizado foi calcula-
do considerando a atividade total da enzima
livre em solugdo ofertada ao sistema (a qual
considera o volume de extrato enzimatico
empregado no ensaio de imobilizacao e ati-
vidade da enzima livre (U/mL)) e a atividade
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total presente no derivado imobilizado (o qual
considera a massa total de imobilizado pro-
duzido e atividade do derivado imobilizado
(U/g)) de acordo com a Equacao 1.

1

R (%): %xwo
0

Onde: R (%): Rendimento do imobilizado;
U : Atividade de esterificagdo total do deri-
vado imobilizado; U : Atividade de esterifi-
cacao total presente na massa de enzima livre
adicionada na imobilizagao.

Determinacao da Atividade de
Esterificacéo

A atividade de esterificag@o foi quantifi-
cada por meio da reagdo de sintese de oleato
de etila utilizando acido oleico e alcool eti-
lico na razdo molar de 1:1 (mistura padrio),
conforme descrito na literatura (FERRAZ et
al., 2012). A reagdo foi iniciada pela adi¢ao
da enzima imobilizada ou livre (aproxima-
damente 0,1 g) em 5 mL da mistura padrio.
A reagdo foi conduzida em frascos de vidro
fechados a 40 °C, em agitador orbital a 160
rpm, durante 40 min. Aliquotas de 500 uL
foram retiradas do meio reacional em tripli-
cata. A cada amostra foram adicionados 15
mL de uma solucdo de acetona-etanol (1:1)
(v/v) para inativar a reagdo. A quantidade de
acido oleico consumido foi quantificada por
titulagdo com NaOH 0,05 mol/L até o meio
atingir pH 11 (ponto de equivaléncia do acido

Tabela I - Variaveis e niveis utilizados no DCCR 22 completo na medida de atividade de esterificagdo para a enzima imobilizada

em xerogel com presenga de PVA

Niveis
Variaveis Independentes* Cédigos
-1,41 -1 0 +1 1,41
Massa de Aditivo - PVA (g) X, 0,02 0,114 0,342 0,57 0,66
Volume de extrato enzimatico (mL) X, 0,295 0,5 1 1,5 1,705
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oleico). Os ensaios dos brancos das amostras
continham 500 pL da mistura padrdo e 15 mL
da solugdo de acetona-etanol.

Uma unidade de atividade enzimatica
(U/g) foi definida como a quantidade de
acido graxo consumido por minuto por g de
enzima ou derivado imobilizado, calculada
pela Equagado 2:

(@)

(V, =V, )x M x1000x

txmxV,

AE =

Onde: AE: Atividade de esterificagdo (U/g);
Va: Volume de NaOH gasto na titulagao
da amostra retirada apos 40 minutos (mL);
Vb: Volume de NaOH gasto na titulagao da
amostra do branco (mL); M: Molaridade
da solugdo de NaOH; Vf : Volume final de
meio reacional (mL); t: Tempo (minutos); m:
Massa da solucéo enzimatica ou do suporte
utilizado (g); Vc: Volume da aliquota do meio
reacional retirada para titulagao (mL).

Avaliacdo da Estabilidade
Operacional

A estabilidade operacional ou reuso do
biocatalisador imobilizado foi determinado
seguindo método descrito por Ficanha et
al. (2015). Este procedimento foi realizado
utilizando o imobilizado obtido pelo ponto
otimo do Planejamento Experimental. Fo-
ram realizadas sucessivas reagdes iguais as
descritas para o calculo de atividade, sendo
que ao final de cada uma o meio reacional foi
removido, e nova adi¢do de solucdo padrao
realizada. Este processo foi repetido até a
atividade residual do imobilizado chegar a
50% ou menos da atividade inicial.

Estabilidade de Armazenamento
Foram avaliadas duas faixas de tempe-

ratura de armazenamento para o derivado
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imobilizado: i) temperatura ambiente (entre
10 e 30°C) e ii) baixas temperaturas (entre
2 e 5°C). Para a ultima empregou-se uma
geladeira (Electrolux - Super Freezer DC9A).

Como resposta acompanhou-se a ativi-
dade para a sintese do oleato de etila. Os
ensaios foram realizados periodicamente (no
inicio, diariamente e, depois, ssmanalmente),
sendo a estabilidade expressa em termos de
atividade residual em relacao a atividade do
dia da sintese (tempo zero ‘0’).

Os resultados foram expressos em porcen-
tagem da atividade residual (AR), calculada
pela Equacao 3.

3

AR (%): 2100

AE,

Onde: AEi: atividade de esterificagdo no
tempo “i”, AEO da atividade de esterificacao
no tempo inicial.

Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica da lipase CAL B
livre e imobilizada foram determinadas pelo
método de Arrhenius. A partir dos dados
obtidos durante a avaliacdo da estabilidade
térmica determinou-se a cinética de degrada-
¢do de ambos por meio da analise da ordem
de reacao.

A estabilidade a temperatura foi realizada
através da incubagdo das enzimas em tem-
peraturas de 40, 60 e 80°C. Amostras foram
retiradas ao longo do tempo de incubagao
para a realizagdo da atividade de esterificagdo
e determinag@o da atividade residual (AR).
A atividade residual (AR) foi calculada por
meio da razdo da atividade de esterificagao
no tempo “i” pela atividade de esterificagdo
inicial.

A constante de desativagao térmica (Kd)
em cada temperatura foi calculada segundo o
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modelo cinético de Arrhenius, considerando-
-se que a inativacao das enzimas segue a ciné-
tica de primeira ordem, conforme Equagao 4.

“)
A = Agexp. (—ky. t)

A partir das constantes de desativagao
térmica em cada temperatura, foram obtidos
os tempos de meia-vida (t, ) (Equagéo 5), que
corresponde ao tempo necessario para que
ocorra a inativacao de 50 % da concentragao
enzimatica inicial, na temperatura testada.

®)

Ino,5
ka

t1/2 = —

Onde: A : atividade inicial; A: atividade
final; t: tempo; t, ,: tempo de meia-vida; Kd:
constante de desativacgao.

Analise Estatistica

Os resultados para atividade de este-
rificagdo obtidos no planejamento foram
analisados através de Analise de Variancia
e Metodologia de Superficie de Resposta
utilizando-se 0 modulo Experimental Design
do Software Statistica 5.0.

Caracterizacao dos Imobilizados

Os suportes foram caracterizados por di-
fracdo de raios X (DRX) (Rigaku, Miniflex
II, Ka- 1,58 Cu).

Resultados e Discussoes

Difracéo de raios X (DRX)

A Figura 1 apresenta os difratogramas de
raios X para os xerogéis obtidos pela técnica
de sol-gel empregando PVA como aditivo,
na (a) presenca e (b) na auséncia de enzima.
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Figura 1 - Difratogramas de raios X dos xerogéis sintetiza-
dos empregando como aditivo PVA: (a) contendo a enzima
lipase e (b) sem enzima

Intensidade (u.a.)
If
3
i

De acordo com a Figura 2, ambos os
xerogéis obtidos apresentam uma mesma es-
truturag@o. Apresentaram um halo na regidao
compreendida entre 15 —30 o (2 6), os quais
sdo caracteristicos de materiais sem ordena-
¢do cristalina, ou seja, de materiais amorfos.

A estrutura amorfa do derivado foi descri-
ta por Hench et al. (1992), os quais relatam
que as reagdes de hidrélise e condensacdo
do mondmero de silicio em presenca de um
catalisador acido ou basico atuam como
agente de ligacdo cruzada com a formagao da
estrutura amorfa SiO,, na qual o reticulado
tridimensional é formado ao redor da enzima.

Influéncia da Porcentagem de Aditivo
e da Concentragéao de Enzima

na Atividade de Esterificagcdo do
Imobilizado

A sintese do derivado imobilizado em
xerogel com PVA foi conduzida empregan-
do um DCCR 2? para avaliar os efeitos das
variaveis sobre o processo de imobilizacao.
As variaveis, massa de aditivo e volume de
extrato de enzima, foram estudadas a fim de
se obter a maxima atividade de esterificagao.
Os niveis, com seus respectivos valores e
os resultados de atividade para cada experi-
mento realizado, encontram-se apresentados
na Tabela II.
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Tabela IT - DCCR 22 em fungéo das variaveis porcentagem de aditivo (PVA) e concentragdo de enzima na atividade de esteri-

ficagdo do imobilizado em xerogel

Atividade
Experimento X, (® X, (mL) AE < DPad
1 -1(0,114) -1 (0,5) 167,86 + 30,99
2 +1(0,57) -1(0,5) 295,99 + 30,81
3 -1(0,114) +1(1,5) 314,10 + 13,60
4 +1(0,57) +1(1,5) 585,55 + 11,63
5 -1,41 (0,02) 0(1) 457,87 + 32,50
6 +1,41 (0,66) 0(1) 536,44 + 30,22
7 0(0,342) -1,41 (0,295) 188,82 + 31,22
8 0(0,342) +1,41 (1,705) 646,98 + 33,55
9 0(0,342) 0 (1) 699,54 + 18,65
10 0(0,342) 0(1) 694,36 + 18,08
1 0(0,342) 0(1) 695,36 + 11,59

X,: Massa de aditivo; X,: volume de extrato enzimatico

Como para os derivados imobilizados
com PEG, os derivados imobilizados com
PVA apresentaram, quando analisados de
forma independente, um efeito positivo
para as variaveis estudadas, com os ensaios
conduzidos com os niveis superiores (+1)
apresentando maiores atividades em relagao
aos conduzidos com os niveis inferiores
(-1). Para ilustrar, podemos citar o aumento
de atividade de aproximadamente 200 %
observado entre os ensaios 1 (167 U/g), em-
pregando os niveis inferiores (-1) e 6 (536
U/g), empregando os niveis superiores (+1).

Também podemos perceber que, quando
aumentamos a massa de aditivo, mantendo
constate o volume de extrato enzimatico
(ensaios 1 e 2, 3 ¢ 4), as atividades de este-
rificacdo seguem uma tendéncia crescente
para este aumento. O mesmo comportamento
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pode ser observado para o volume de extrato
enzimatico (ensaios 1 e 3, 2 e 4), cujo aumen-
to proporciona um aumento de atividade de
esterificacdo.

No entanto, as maiores atividades = 695
U/g foram verificadas no ponto central, o qual
foi sintetizado nas condi¢Oes intermediarias,
sugerindo a otimizagdo do processo de imo-
bilizagao de xerogel com PVA.

Os dados experimentais obtidos do DCCR
foram analisados por analise de variancia; o
coeficiente de regressdo e erro padrdo, e va-
lores de t e p para a atividade de esterificacdo
foram analisados com nivel de confian¢a de
95 %.

Todos os fatores avaliados foram esta-
tisticamente validados (p < 0,05) no que se
refere a atividade de esterificacdo dos imo-
bilizados. Observa-se que as duas variaveis
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tém efeito positivo sobre essa, o que indica
que aumento na massa de aditivo e no volume
de extrato enzimatico afetardo positivamente
a atividade.

A andlise de varidncia demonstra que se
obteve um coeficiente de regressao de 0,95
e F calculado maior que F tabelado, permi-
tindo, dessa forma, a construgao do modelo
matematico (Equagdo 6) curvas de contorno
(Figura 2) para variaveis porcentagem de
aditivo e concentragdo de enzima.

(©)

AE = 476,59 + 129,92x; — 92,04x,% + 30,68x, — 127,01 x,% — 25,00x, X,

Figura 2 - Curva de contorno para a atividade de esterifica-
¢do em fungdo das variaveis massa de aditivo (PVA) e volu-
me de extrato enzimatico

1,705

Enzima (mL)

B - 700
I < 700
I <600
I <500
[ < 400
[ 1<300
[ <200
[ <100
3 -0
g B <100

0,295

Aditivo PVA (%)

A Figura 2 representa a atividade de este-
rificagdo em fungdo das variaveis estudadas
no planejamento experimental, e pode-se
observar que esta tende a valores Otimos
em valores proximos ao ponto central do
planejamento.

A massa de aditivo (X1) e o volume de ex-
trato enzimatico (X2) para maxima atividade
de esterificacao foram calculados por meio
da solucdo de um sistema linear de ordem 2
x 2. Este sistema foi obtido pelas derivadas
parciais do modelo em relag@o as duas vari-
aveis e igualadas a zero.
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As atividades de esterificacdo maximas da
lipase imobilizada foram obtidas nos niveis
codificados 0,3069 e 0,4335 para massa de
aditivo (X1) e o volume de extrato enzimatico
(X,), respectivamente. Esses niveis codifica-
dos correspondem aos valores de 0,411 g de
aditivo PVA e 1,22 mL de extrato enzimatico.

Nova imobilizagdo enzimatica foi realiza-
da utilizando os valores obtidos como 6timos
no planejamento e a atividade de esterifica-
¢a0 deste derivado imobilizado encontrada
experimentalmente (690,1 U/g) foi similar
ao valor teorico do modelo, validando-o,
correspondendo a um rendimento de imobi-
lizagao de 601,34 %.

Avaliacdo da Estabilidade
Operacional

A estabilidade operacional do xerogel
imobilizado com PVA foi verificada em
reacoes de esterificagdo em regime de ba-
teladas consecutivas com a reutilizagdo do
imobilizado.

A Figura 3 apresenta a atividade residual e
o nimero de reciclos realizados com o supor-
te xerogel na presenga e auséncia do aditivo
PVA, nas condigdes 6timas do planejamento
experimental (0,411g de massa do aditivo e
1,22 mL de concentragdo de enzima).

Figura 3 - Reuso da enzima imobilizada em xerogel, com e
sem adi¢do de PVA
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Observa-se na Figura 3 que o numero de
reciclos obtidos, considerando 50% da ativi-

PERSPECTIVA, Erechim. v. 43, n.163, p. 71-83, setembro/2019



IMOBILIZAGAO DA LIPASE CAL B EM XEROGEL UTILIZANDO TMOS COMO PRECURSOR DA SILICA E PVA COMO ADITIVO

dade inicial, chegou a 10 para o imobilizado
com a presenga do aditivo PVA. Ja para o
imobilizado sem a presenca do aditivo, o
nimero de reciclos com atividade residual
proposta foi de 6.

O uso de suportes macroporosos para
imobilizacdo de enzimas é pouco relatado
na literatura e relacionado com a possibi-
lidade de lixiviagdo da enzima do poro do
suporte durante a utilizagdo do biocatalisador
imobilizado. Portanto, sugere-se o uso de
suportes micro ou mesoporosos (ISPAS et al.
2009; GERARDIN et al. 2013). A diferenca
observada entre os derivados sugere que a
presenca do aditivo atue minimizando esta
perda por lixiviagdo.

Avaliagao da Estabilidade de
Armazenamento

A Figura 4 apresenta os resultados da
estabilidade de armazenamento do derivado
imobilizado em xerogel na presenca e ausén-
cia do aditivo PVA.

Figura 4 - Estabilidade de estocagem da enzima imobilizada
em xerogel, com e sem adi¢ao de PVA, em temperatura am-
biente e refrigerador
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Em relagdo aos derivados imobilizados,
todos apresentaram uma mesma tendéncia,
com uma queda continua na atividade residu-
al durante o periodo de armazenamento, apre-
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sentando atividade residual superior a 50%
apos 220 dias de armazenamento. Atividade
essa — em termos de desempenho de estabi-
lidade — superior a observada para a enzima
livre, a qual apresentou atividade residual in-
ferior a 40% com 20 dias de armazenamento,
indicando um efeito benéfico da imobilizag¢ao
em relacdo a enzima livre no que se refere a
estabilidade ao armazenamento.

Em relagdo as condi¢des de armazena-
mento, os imobilizados armazenados em re-
frigeragao apresentaram melhor desempenho
em relagdo aos armazenados a temperatura
ambiente (25 °C). A presenga do PVA também
se demonstrou positiva, com os derivados
sintetizadas na presenca de PVA apresentan-
do melhor desempenho que os sintetizados na
auséncia do respectivo aditivo. Os resultados
corroboram com a literatura no que se refere
ao emprego do PVA como suporte enzima-
tico, seja na forma de esferas (Moore et al.
2007), particulas (Matsuda et al. 2009) ou
fibras (SHINDE et al. 2018).

Shinde et al. (2018) imobilizaram de-
sidrogenase alcodlica em fibras de alcool
polivinilico funcionalizado. A imobilizagao
proporcionou alteragao do pH da reagao oti-
ma de 7 para 9, melhorou a termoestabilidade
a 60 °C, além de reter 60% de sua atividade
original apds oito ciclos de reutilizagdo.

Avaliacao da Estabilidade Térmica

A estabilidade térmica foi avaliada por
meio do calculo da constante de desativagao
térmica (Kd) e do tempo de meia-vida (t, )
da lipase CALB imobilizada em xerogel com
e sem a presenca de PVA utilizado como
aditivo (Tabela III).

Para o aditivo PVA, os valores de desati-
vacao térmica e tempo de meia-vida indicam
um efeito negativo do aditivo em relagdo a
estabilidade térmica, com o derivado imobi-
lizado com PVA apresentando valores de K,
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Tabela III - Constante de desativagdo térmica (K ), os coeficientes de determinagdo (R?) ¢ tempos de meia-vida (t,,) da lipase
CALB livre e imobilizada em xerogel com e sem PVA
Temperatura Enzima Livre Xerogel (sem PVA) Xerogel (com PVA)
o
°C) K, (h") R? t,(h K (h') R? t,(h) K (h') R? t,, (h)
40 0,12 0,89 5,79 0,0819 0,91 8,46 0,27 0,85 2,54
60 0,42 0,89 1,66 0,2180 0,90 3,18 0,66 0,89 1,03
80 1,48 0,99 0,47 0,6307 0,93 1,10 2,66 0,91 0,26

superiores, o que corresponde a tempos de
meia-vida inferiores, inclusive em relagdo a
enzima livre (Tabela III).

Por exemplo, o valor de K, obtido a tem-
peratura de 80 °C para o derivado imobilizado
com PVA correspondente a 2,66 h!, este valor
¢ 4,2 vezes superior ao encontrado para o
derivado imobilizado sem PVA (K, = 0,63
h'), e 1,8 vezes superior quando comparado
com a enzima livre (K, = 1,48 h'). Essa
mesma tendéncia foi observada nas outras
temperaturas avaliadas.

Resultados distintos foram observados
por Ficanha (2017), a qual demonstrou um
efeito positivo do aditivo PEG empregado
no processo de imobilizacdo de lipase em
xerogel. A presenca do PEG aumenta o
tempo de meia-vida e reduz o valor da K,
indicando um efeito positivo do PEG sobre
a estabilidade térmica da enzima.

As tendéncias opostas observadas entre
os aditivos demonstram a importancia do
referido estudo no que se refere ao emprego
de aditivos em processos de imobilizagao.

Os tempos de meia-vida (t,,) de um bioca-
talisador correspondem a valores numerica-
mente iguais ao tempo necessario para atingir
uma diminui¢do de 50% da sua atividade
enzimatica inicial, respectivamente. A lipase
imobilizada sem adi¢do de PVA mostrou-
-se mais estavel a desativagdo térmica que
as formas livres, obtendo-se tempos de t,,
na faixa de 8,46 a 1,1 h. Esta diferenca em

80

termos de funcionalidade, aliada a tempera-
tura, pode, de certa forma, estar interferindo
de maneira negativa sobre a estabilidade da
enzima, conduzindo a perda de atividade da
mesma e, consequentemente, potencializando
a inativagdo térmica da mesma em relagdo
a enzima livre e ao derivado imobilizado
sintetizado sem o PVA.

O efeito da temperatura na solubilidade
estd vinculado a quebra das liga¢des de hi-
drogénio inter e intramoleculares. Assim, ao
se aumentar a temperatura, pode ocorrer a
quebra das pontes de hidrogénio com a agua,
levando a uma diminui¢do na solubilidade.
Ap6s a dissolug@o, o PVA se mantém estavel
em solugdo aquosa, mesmo em temperatura
ambiente (WU et al. 2002), sendo assim a
condugdo de calor devido a solubilidade do
meio reacional faz com que o PVA esteja
auxiliando na transferéncia de calor e, por
consequéncia, na desativagdo térmica.

Conclusoes

A utilizagdo de um planejamento experi-
mental, como o DCCR, provou ser uma fer-
ramenta importante para otimizar o processo
de imobilizacdo pela técnica sol-gel com o
uso de PVA como aditivo para maximizar a
atividade do suporte imobilizado.

Quando se fez o estudo do xerogel com o
uso do aditivo PVA, este apresentou um de-
sempenho relevante na AE quando se estudou
a estabilidade operacional (10 ciclos) e de
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armazenamento (365 dias com quase todos os PVA mostrou-se eficiente, sendo possivel
imobilizados com 50% de atividade residual). observar que o estudo tem relevancia frente
Tratando-se de um estudo pioneiro, o s diferentes possibilidades de utilizagao nos

comportamento do xerogel com o uso do mais diversos setores industriais.
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