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COMPARATIVE PERFORMANCE OF Candida rugosa LIPASE IMMOBILIZED ON POLYSILOXANE POLYVINYL ALCOHOL
HYBRID SUPPORT USING DIFFERENT METHODOLOGIES. The efficiency for immobilizing microbial Candida rugosa lipase
on a hybrid matrix of polysiloxane polyvinyl alcohol, by adsorption, covalent coupling and encapsulation was compared. The activities

of immobilized derivatives were evaluated using p-nitrophenylpalmitate (hydrolysis) and butyric acid and butanol (esterification) as

substrates. Operational stability and storage tests were also performed. Among the procedures tested, the proposed matrix was efficient

for immobilizing C. rugosa lipase by adsorption and covalent coupling techniques and unsuitable for encapsulation purposes. The

results reveal that better catalytic properties in both aqueous and organic media were demonstrated by the covalent coupling POS-

PVA immobilized lipase, including also satisfactory half-life and good storage stability.
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INTRODUCAO

Enzimas na sua forma nativa (enzimas livres) t&ém sido usadas
por séculos na industria de alimentos e mais recentemente nas in-
dustrias farmac@uticas e quimicas'. Sua estrutura e modo de acdo
vém sendo gradativamente elucidados por métodos experimentais
bem estabelecidos, como técnicas cldssicas de Raio-X e avangadas
de Ressonancia Nuclear Magnética (RNM). Modernas metodologias
de engenharia genética t€m possibilitado a produ¢do de enzimas
em larga escala ou a modificacdo de sua estrutura primdria, alte-
rando, portanto, algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas e
biolégicas®. De igual significincia séo as recentes técnicas de evo-
lucdo direcionada, as quais tém permitido, via modificagdo do DNA,
a preparacio de enzimas especialmente dirigidas para uma deter-
minada finalidade, isto €, enzimas que atuam em valores extremos
de pH e temperatura, bem como em presenca de meios ndo con-
vencionais (solventes organicos, fase gasosa e CO, supercritico)®.

O valor de venda de enzimas para uso em inddstrias de alimen-
tos, detergentes, especialidades quimicas perfizeram um total de
aproximadamente US$ 700 milhdes em 1992 e aumentaram para
US$ 2 bilhdes em 2004, De acordo com as projecdes, O cresci-
mento no mercado de enzimas é de aproximadamente 4-5% ao
ano, acompanhada pela redu¢@o de prego, devido ao grande niime-
ro de empresas que vém comercializando enzimas com pre¢os mais
competitivos. Como resultado, o mercado previsto para 2009 € da
ordem de 2,4 bilhdes*.

De interesse particular € o aumento do uso de enzimas imobi-
lizadas, termo empregado por Katchalski—Katzir® na primeira Con-
feréncia de Engenharia Enzimatica realizada em Henniker, NH,
EUA em 1971, para designar enzima fisicamente confinada ou lo-
calizada numa certa regido do espaco, com retencio de sua ativi-
dade catalitica, podendo ser usada repetida e continuamente®. Nes-
ta técnica, a enzima fica retida no interior (poros) ou na superficie
de um material que € utilizado como suporte. O complexo enzima—
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suporte mantém as caracteristicas fisicas do suporte e, a0 mesmo
tempo, retém a atividade bioldgica da enzima na forma solivel. O
termo enzima imobilizada inclui: a modificagdo das enzimas de
forma a tornd-las insoliveis em dgua; a utilizagdo de enzimas na
forma soldvel em reatores equipados com membranas de ultrafil-
tracdo, que permitem o escoamento dos produtos da reacdo, porém
retendo a enzima no interior do reator e, a restri¢do da mobilidade
da enzima pela liga¢@o a outra molécula, que torna o sistema inso-
livel no meio reacional®.

O sistema imobilizado permite a conducdo de reacdes em rea-
tores continuos, com fécil separag¢do de catalisador—produto, e au-
mento da produtividade do processo (massa de produto formado/
unidade de tempo).

A tecnologia de imobilizagdo de enzimas envolve basicamente
a escolha de um suporte e do método de imobilizagdo nesse supor-
te, que resulte num preparado imobilizado ativo e estdvel’. Dispde-
se atualmente de vdrias técnicas de imobiliza¢do de enzimas, as-
sim como de um grande nimero de matrizes, englobando materiais
organicos e inorganicos, naturais ou sintéticos®’.

Apesar da existéncia de suportes baratos, como polimeros e
minerais naturais, a utilizagdo de enzimas imobilizadas em pro-
cessos tem exigido a elaboragdo de matrizes especificas para essa
finalidade, que resultem em preparados imobilizados com eleva-
das atividades e caracteristicas hidrodindmicas adequadas ao uso
em reatores®.

As mais recentes tecnologias requerem materiais com combi-
nacgdo de propriedades que nio sdo encontradas nos materiais con-
vencionais. Materiais hibridos organico-inorganico sdo preparados
pela combinacdo de componentes organicos e inorganicos e cons-
tituem uma alternativa para a producdo de novos materiais multi-
funcionais, com uma larga faixa de aplicagdes’.

Independentemente da estratégia utilizada para preparar uma
matriz hibrida, o processo sol-gel é, indiscutivelmente, o mais em-
pregado’. O processo sol-gel envolve diversas varidveis, como tempo
e temperatura da reacdo, natureza do catalisador, concentracdo de
reagentes, entre outros'’. Estas varidveis determinam as caracteris-
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ticas finais dos materiais, incluindo a porcentagem de hidrélise e
condensacdo de grupos reativos, densidade de reticulagdo e
homogeneidade do produto. Além disso, aditivos quimicos podem
ser usados para melhorar o processo e obter materiais com melho-
res propriedades, o que possibilita modificacdes nas propriedades
mecanicas, controle de porosidade e ajuste no balango hidrofilico/
hidrofébico® .

Materiais sol-gel t€ém sido empregados como suporte para a
imobilizagdo de enzimas tanto por encapsulagéo' 2, como por li-
gacdo covalente'>!,

A reagdo quimica envolvida num processo sol-gel convencio-
nal, baseado em derivados alcxidos, é mostrada abaixo. A etapa
(1) corresponde a hidrélise, enquanto a (2) corresponde a
policondensagdo do silano.

Si(OEy), — n (Et0) Si(OH)  — (Si0,),
(D )

Recentemente foi testada com sucesso uma matriz hibrida cons-
tituida de polissiloxano-dlcool polivinilico (POS-PVA) para imo-
biliza¢do de diferentes fontes de lipase: Mucor miehei'*'%, pancre-
atica'*'” e Candida antarctica'. Essa matriz combina os atributos
fisico-quimicos de materiais inorgdnicos e orgdnicos, permitindo a
manipulacdo da hidrofilicidade e hidrofobicidade, condutividade
elétrica, carga iOnica, porosidade e propriedades mecanicas em
geral'™, bem como elevada atividade e estabilidade.

Este trabalho complementa os estudos anteriormente desen-
volvidos'*!® dando &nfase na utilizagdo dessa matriz para imobili-
zagdo da lipase de Candida rugosa. O objetivo foi comparar a efi-
ciéncia de diferentes métodos de imobilizacido (Adsorcdo Fisica,
Ligacdo Covalente e Encapsulacio) na obtencdo de sistemas imo-
bilizados ativos e estdveis para subseqiiente aplicagdo na sintese e
hidrélise de ésteres.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

A lipase microbiana (Candida rugosa, tipo VII) foi adquirida
da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), com ativi-
dade especifica de hidrélise do p-nitrofenil palmitato igual 1868
U/mg. Os outros reagentes empregados foram: tetraetil ortossilicato
(TEOS), adquirido da Sigma-Aldrich Chemical; polietilenoglicol
(PEG 1500 marca Synth, adquirido da Hipperquimica, Santo André/
SP, Brasil); n-Butanol (99%) e 4cido butirico, ambos adquiridos da
Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha); n-Heptano (Reagen
Chemical Co, Sao Paulo, Brasil); peneira molecular (4 A), adquiri-
da da Sigma-Aldrich Chemical, goma ardbica em p6, pura (Synth).
Todos os outros reagentes empregados foram de grau analitico.

Sintese do suporte

O composto hibrido de POS-PVA foi sintetizado, conforme
metodologia descrita por Bruno et al , de acordo com as etapas a
seguir descritas:

I. Uma mistura de 50 mL de tetraetil ortossilicato (TEOS), 50
mL de etanol, 60 mL de uma solu¢io aquosa de dlcool
polivinilico a 2% (m/v) e trinta gotas de HCI concentrado, foi
aquecida a 60 °C, sob agita¢do, durante 40 min.

II. O suporte preparado na presenga de lipase (encapsulacdo) e
auséncia de lipase (suporte puro) foi transferido para um mol-
de de silicone (21,5 X 21,5 c¢cm) e levado a secagem a tempera-
tura ambiente até completa solidificagdo do material sol-gel.

Quim. Nova

III. Ap6s secagem, o composto foi triturado até que o material pas-
sasse completamente por uma peneira padrdo série Tyler de 80
mesh e ficasse retido em peneira de 100 mesh. O suporte puro
(formagdo da rede interpenetrada de polissiloxano e dlcool
polivinilico — POS-PVA) foi utilizado para imobilizagio da lipase
pelas técnicas de adsor¢do fisica e ligagdo covalente.

Tratamento do suporte

Dependendo da técnica de imobilizagdo empregada, foi neces-
sario efetuar tratamentos do suporte de forma a adequar seu uso
para imobilizagdo da enzima lipase. Para técnica de imobilizagio
por adsorg¢do, o suporte foi previamente neutralizado com solugio
aquosa de NaOH (0,1 M), conforme metodologia descrita por Go-
mes et al.'”. Na técnica de imobilizagdo por ligagdo covalente o
suporte foi ativado com uma solugdo de glutaraldeido 2,5% (v/v),
utilizando a propor¢do de 10 mL da soluc@o para cada 1 g de su-
porte's. Apds os tratamentos, o suporte foi lavado exaustivamente
com dgua destilada e solugdo tampdo de fosfato de sdédio (0,1 M,
pH 8.,0), sendo levado a secagem em estufa (60 °C) por 24 h.

Imobilizaciao da lipase de Candida rugosa em POS-PVA

A imobilizagdo da lipase no suporte puro (por adsor¢do) ou a-
tivado (ligacdo covalente) consistiu do contato da solucéo enzi-
mdtica com o suporte (500 unidades de atividade/g suporte) junta-
mente com solu¢do aquosa de polietilenoglicol (MW 1500), por
um periodo de 24 h a 4°C. A lipase imobilizada foi recuperada por
filtragdo a vdcuo e o sistema imobilizado lavado com hexano. No
procedimento de encapsulagdo da lipase, apés obtencdo do gel, a
temperatura foi reduzida de 60 para 30 °C. Foram adicionados 0,5
g de lipase livre tomando por base o fato de que sdo produzidos 2 g
de suporte POS-PVA por batelada de reagentes. O material sol-gel
foi levado a secagem a temperatura ambiente. Em todas as prepa-
racdes de lipase imobilizada foram quantificados os teores de umi-
dade e atividade enzimadtica. O rendimento de imobilizacdo (M%)
foi calculado pela Equagdo 1:

U
n (Oo)ZUSX100 €]

0

em que: U, = unidades de atividade oferecidas para imobilizagdo;
U= unidades de atividade enzimdtica total presente no suporte
(atividade x massa seca).

Atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica da enzima livre e imobilizada foi deter-
minada usando p-nitrofenilpalmitato (p-NPP, massa molecular =
377,5 g/Mol) como substrato, de acordo com metodologia descrita
por Pencreac’h e Baratti*. O substrato foi incubado em uma cubeta
no espectrofotdmetro (Varian, Modelo Cary 50) com circulacio de
dgua na temperatura de 37 °C. Apds o equilibrio da temperatura,
0,3 mL de solugdo enzimitica (0,4 mg/mL) ou cerca de 5-10 mg de
lipase imobilizada foram adicionados ao sistema. As absorbancias
foram medidas a 410 nm, contra um branco contendo 0,3 mL de
tampdo fosfato de sédio (50 mM, pH 8,0) em substituicdo a enzima,
em intervalos de 15 s, ao longo de 5 min de reacdo. O coeficiente
de absor¢dao molar do p-NPP (1,32x10* M cm™) foi usado para
calcular a atividade enzimdtica. Uma unidade de atividade
enzimdtica foi definida como a quantidade de enzima capaz de
catalisar a producio de 1 pmol de p-nitrofenol por minuto nas con-
digdes experimentais estabelecidas. O valor de absorbancia no tem-
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po de 1 min foi determinado por regressdo linear das leituras de
absorbancias obtidas. As atividades foram expressas em U/mg.
Adotando esse procedimento de andlise, foram ainda determi-
nados: influéncia do pH (6,0-8,5), temperatura (40-60 °C) e con-
centragdo do substrato (100 —1000 uM) nas atividades da lipase
nas formas livre e imobilizada. As constantes cinéticas K e V

foram determinadas pelo Programa Enzyme fitter (Leatherbarrow,
R. J., 1987, Elsevier, Biosoft, Amsterdam, The Netherlands).

Atividade de esterificacao

A atividade de esterificagdo foi determinada pela formacdo do
butirato de butila na reacéo de n-butanol (0,10 M) com acido butirico
(0,10 M) em heptano, empregando 0,5 g de lipase imobilizada, a
37 °C, por um perfodo méaximo de 24 h. A reacgdo foi iniciada pela
adicdo do biocatalisador ao meio reacional (20 mL) em frascos
cilindricos fechados de 100 mL (altura de 8,5 cm e didmetro de 2,7
cm) sob agitacdo de 150 rpm. Aliquotas foram retiradas do meio
reacional em intervalos de 4 h para quantificagdo das substancias
presentes. Uma unidade de atividade de esterificag@o foi definida
como a quantidade de enzima que conduz a formacado de 1 pmol de
butirato de butila por minuto nas condi¢des do ensaio.

Testes de estabilidade

Para os testes de estabilidade de estocagem, uma amostra da
lipase imobilizada foi acondicionada em um frasco e estocada a 4
°C por um periodo maximo de 60 dias. Aliquotas de 0,1 g da lipase
imobilizada foram retiradas mensalmente para determinagdo das
atividades hidroliticas residuais empregando o método colorimé-
trico, conforme metodologia descrita anteriormente.

A estabilidade operacional dos sistemas imobilizados foi
verificada na sintese do butirato de butila em regime de bateladas
consecutivas com reutilizagdo dos sistemas imobilizados. As rea-
¢des foram realizadas utilizando-se 0,5 g dos sistemas imobiliza-
dos (massa seca) e 20 mL de substrato contendo 0,10 M de acido
butirico e 0,10 M de n-butanol em heptano, por um periodo maxi-
mo de 24 h a 37 °C, sob agitacdo (150 rpm) e monitoradas no
tempo inicial e final. Entre as bateladas, a lipase imobilizada foi
lavada com uma mistura hexano/acetona (1:1) para remocao dos
reagentes e/ou produtos eventualmente retidos no suporte. Apds
filtracdo a vécuo, a lipase imobilizada foi reutilizada. A atividade
de esterificagdo foi calculada ao final de cada ciclo (24 h), toman-
do por base a concentragdo de butirato de butila formado, por gra-
ma de biocatalisador, por minuto de reagao.

Métodos analiticos

A concentracdo de acido butirico foi determinada por titulacdo,
empregando-se solucdo de KOH 0,02 M e fenoftaleina como indica-
dor. As concentragdes de n-butanol e butirato de butila foram determi-
nadas por cromatografia gasosa (Cromatdgrafo Varian, Modelo CG
3800, Varian, Inc. Corporate Headquarters, Palo Alto, CA, EUA), uti-
lizando uma coluna empacotada (6t S# DEGS WHP 80/100 mesh,
HP) e as seguintes condi¢des: nitrogénio como gds de arraste (30 mL/
min); volume de inje¢do de 1 pL; detector de ionizacdo de chama;
temperatura da coluna 65 °C; hexanol como padrio interno.

Analise por espectroscopia na regido do infravermelho por
transformada de Fourier

As amostras de POS-PVA puro e ativado com glutaraldeido,
lipase livre e imobilizada por adsorcdo e por ligagdo covalente fo-
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ram submetidas a andlise na regido do infravermelho (Espec-
trofotdmetro de infravermelho, Spectrum One — Perkin Elmer), com
geracdo de dados pelo programa Spectrum versdo 3.02. Os espec-
tros foram obtidos na faixa de comprimento de onda de 4000 a 400
cm’!, utilizando a técnica de andlise de superficie. As andlises fo-
ram efetuadas com o material colocado somente na superficie do
porta-amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Imobilizacio da lipase de Candida rugosa em POS-PVA
empregando diferentes metodologias

Lipase de Candida rugosa foi imobilizada por adsor¢do fisica
(ADS), ligagdo covalente (LC) e encapsulag¢do (EC) em POS-PVA
e o poder catalitico dos sistemas imobilizados foi comparado em
termos de atividade hidrolitica e recuperacdo de atividade no su-
porte. Empregando POS-PVA puro (imobilizacdo por adsor¢do fi-
sica), foram obtidas amostras de lipase imobilizada com atividade
média de 480 U/mg, o que correspondeu a 96,5% de rendimento de
imobilizagdo. No caso da lipase imobilizada em POS-PVA ativado
com glutaraldeido (LC), foi verificado um pequeno decréscimo na
atividade e no rendimento quando comparado aos mesmos para-
metros referentes a imobilizagdo por ADS. A atividade média da
imobilizagdo por LC foi da ordem de 407 U/mg, correspondendo a
81,5% de rendimento de imobilizacdo. Em ambos procedimentos
foram obtidos sistemas imobilizados com baixo teor de umidade
(<5%).

A menor expressdo de atividade catalitica verificada para a
lipase imobilizada por LC pode ter sido ocasionada por uma modi-
ficagdo conformacional da enzima durante a etapa de fixacdo ao
suporte ativado com glutaraldeido. Isto pode ter alterado a estrutu-
ra tridimensional do sitio ativo da enzima, tornando certas partes
da molécula enzimdtica inacessiveis ao substrato p-nitro-fenil-
palmitato.

Por outro lado, quando foi empregada a técnica de encapsulagdo,
ndo houve expressdo de atividade do sistema resultante. Este resul-
tado pode estar associado a rigidez da estrutura da matriz conferida
pelo PVA, que promoveu limitagdes relacionadas a transferéncia
de massa e impedimento estérico da enzima. Além disso, o siste-
ma imobilizado apresentou aspecto quebradico sendo considerado
totalmente inadequado para o uso proposto, uma vez que um dos
fatores que contribuem para a eficiéncia do processo de encap-
sulacdo € a natureza porosa da membrana utilizada para o confina-
mento da enzima''.

No entanto, modifica¢des nas propriedades de materiais hibri-
dos podem ser conseguidas pela variagdo das combinacdes dos
componentes durante a preparacdo do suporte®''. Assim, com o
intuito de tornar o suporte mais poroso e menos reticulado, algu-
mas estratégias, entre as quais reduc¢do da concentracido de PVA e
substitui¢do deste polimero por outras macromoléculas (ciclo-
dextrina e polietilenoglicol), foram avaliadas. A redugdo da con-
centragdo do PVA de 2 para 1% nao produziu o efeito desejado e
apesar dos sistemas encapsulados preparados com ciclodextrina
ou polietilenoglicol terem apresentado um aspecto pastoso e tmi-
do (umidade > 30%), suas atividades hidroliticas foram muito in-
feriores (dados ndo mostrados) daquelas obtidas pelos sistemas
imobilizados por adsorc@o e ligagdo covalente.

Desta forma, neste trabalho para efeito de comparacio do de-
sempenho da matriz hibrida POS-PVA para imobilizacio da lipase
foram considerados apenas os sistemas imobilizados obtidos pelas
técnicas de adsorcdo fisica e de ligagdo covalente.
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Propriedades bioquimicas e cinéticas da lipase livre e
imobilizada em POS-PVA

A determinagdo do pH 6timo das lipases livre e imobilizada
em POS-PVA foi realizada pela variagio do valor do pH do substrato
numa faixa de 5,5 a 8,5, a 37 °C (Figura 1). Verifica-se que o pH
6timo de 7,5 para a enzima livre foi mantido para a lipase imobili-
zada obtida por adsor¢do fisica. No entanto, quando se empregou o
método de imobilizagdo por ligacdo covalente houve um desloca-
mento do valor do pH 6timo para 8,0. Observa-se também que a
enzima imobilizada por ligagdo covalente apresentou atividade re-
lativa superior a atividade da lipase livre e da lipase imobilizada
por adsor¢do fisica na faixa de pH abaixo de 7,0 e acima de 8,0,
sugerindo que a imobilizacdo por ligacdo covalente também ofere-
ceu uma certa prote¢do a enzima, quando o meio reacional apre-
sentou pH diferente do 6timo. Alteragdes no pH 6timo de lipases
apods a imobilizagdo também foram verificadas por outros pesqui-
sadores. Chiou e Wu® relataram uma mudanca do pH 6timo de 8,0
para 9,0 apés imobilizacdo da lipase de C. rugosa em quitosana,
empregando ligagdo covalente. Fadiloglu e Soylemez?' observa-
ram uma redu¢@o do pH 6timo de 7,0 para 6,5 apds a imobilizagdo
da lipase de C. rugosa em Celite, enquanto que Perez et al.”* veri-
ficaram um aumento do pH 6timo de 7,0 para 8,5 apds a imobiliza-
¢do da mesma lipase em celulignina ativada com metaperiodato de
sodio.

100+
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Figura 1. Influéncia do pH na atividade hidrolitica da lipase livre (0),
imobilizada em POS-PVA por adsor¢do fisica (@) e por ligagdo covalente
(M). Ensaio realizado a 37 °C

A influéncia da temperatura na atividade enzimdtica foi
investigada em tampao fosfato 50 mM, pH 8,0 numa faixa de tem-
peratura de 37 a 60 °C (Figura 2). A temperatura 6tima dos siste-
mas imobilizados obtidos por adsor¢ao fisica (40 °C) e por ligacdo
covalente (55 °C) sofreu uma eleva¢do quando comparada a tem-
peratura 6tima da lipase livre (37 °C). Além disso, os dois mé-
todos de imobilizagdo pareceram conferir alguma protecio a
enzima, pois a partir de 45 °C as lipases imobilizadas apresenta-
ram atividades relativas praticamente iguais ou superiores as da
lipase livre. Mudangas na temperatura 6tima apds a imobilizacio
sdo relatadas por diversos autores'*?'?3. Entretanto, cada sistema
de enzima imobilizada apresenta caracteristicas tUnicas dependen-
tes de fatores como fonte de enzima, tipo de suporte, método de
imobilizacdo e interacdo da enzima-suporte.

O efeito da concentragdo do substrato sobre a atividade das
lipases imobilizadas foi investigado e comparado com o da lipase
livre, sob as mesmas condi¢des de reagdo, empregando solugdes
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Figura 2. Influéncia da temperatura na atividade hidrolitica da lipase livre
(8), imobilizada em POS-PVA por adsorgao fisica (®) e por ligagdo covalente
(A). Ensaio realizado a pH 8,0

de p-NPP de concentracdes variando entre 100 a 1000 uM. Os ex-
perimentos foram realizados em pH 8,0 a 37 °C e os perfis das
curvas de velocidade de reagdo das preparacdes de lipase livre e
imobilizada em fun¢@o da concentracdo de p-NPP sao apresenta-
dos na Figura 3. Verifica-se que o aumento na concentracio do
substrato (p-NPP) de 100 para 400 UM resultou em um incremento
significativo nas velocidades de reacdo de todas as preparacdes de
lipase ensaiadas. Para concentragdes de substrato superiores a 750
UM, a atividade enzimadtica da lipase tornou-se essencialmente in-
dependente da concentra¢do do substrato, seguindo uma cinética
do tipo Michaelis-Menten.

Os valoresde K eV aparentes foram calculados com o auxi-
lio do programa “Enzyme Fitter”, sendo obtidos os valores de V,
iguais a 1929 umol/mg min (enzima livre); 635 pmol/mg min (ADS)
€ 551 pmol/mg min (LC). Os valores de K encontrados foram 170
uM (enzima livre); 409 uM (ADS) e 210 uM (LC), indicando uma
mudanga da afinidade da lipase pelo substrato, na forma imobili-
zada. Esta alteracdo de afinidade foi menor quando a lipase foi
imobilizada por ligagdo covalente.

Com relacdo 4 influéncia do tempo de estocagem sobre a ativi-
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Figura 3. Influéncia da concentragdo substrato na velocidade de reagdo da
lipase de Candida rugosa (pH 8.0 a 37°C). As velocidades de reagdo plotadas
no eixo esquerdo sdo referentes a lipase livre (LJ) e as do eixo direito referentes
a da lipase imobilizada em POS-PVA por adsorgdo fisica (@) e por ligagdo
covalente (A)
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dade das lipases imobilizadas, os resultados revelaram que a lipase
imobilizada em POS-PVA por adsor¢do fisica apresentou baixa
estabilidade, com reducdo de 44% da atividade original apds 30
dias de armazenamento e 70% ap6s 60 dias. Por outro lado, a lipase
imobilizada por ligacdo covalente teve sua atividade reduzida em
apenas 10% num periodo de 30 dias e 23% apds 60 dias de
armazenamento. Segundo Zanin e Morais®, a estabilidade a
estocagem das enzimas imobilizadas em solucdo ou secas, geral-
mente € superior aquela da enzima livre, porém isto depende do
método de imobilizac¢do, do suporte e da solucdo em que estd esto-
cada. Além disso, as enzimas imobilizadas em suportes inorganicos
por meio de ligacdo covalente sdo mais estdveis que as imobiliza-
das em suporte organico®.

Aplicacio dos sistemas imobilizados na sintese de butirato de
butila

Para avaliar a potencialidade das lipases imobilizadas em meio
organico, foi utilizado como modelo reacional um sistema consti-
tuido de n-butanol, dcido butirico e solvente (heptano). A cinética
de conversdao dos materiais de partida em butirato de butila ¢
aprentada na Figura 4. Para lipase imobilizada por ADS a veloci-
dade de reacdo foi de 72,60 uM/g min, com concentracdo maxima
de butirato de butila de 52,28 mM, apds 24 h de reagdo, enquanto
que para a lipase imobilizada por LC, a velocidade de reagdo foi
significativamente maior (228,10 uM/g min), atingindo uma con-
centragdo similar de butirato de butila (54,75 mM) em apenas 8 h.

70

LC

ADS

Concentragdo de éster (m M)
w
?

0 4 8 12 16 20 24
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Figura 4. Progresso da esterifica¢do do n-butanol com dcido butirico,
empregando lipase imobilizada em POS-PVA por adsor¢ao fisica (®) e por
ligagdo covalente (&), a 37 °C

Completando esta andlise, o perfil de estabilidade operacional
das lipases imobilizadas foi estimado por meio de testes de
esterificacdo em regime de bateladas consecutivas. Os resultados

Tabela 1. Estabilidade operacional da lipase imobilizada em POS-
PVA por adsorcdo fisica (ADS) e por ligacdo covalente (LC) na
reagdo de esterificagdo do n-butanol com dcido butirico em regime
de bateladas consecutivas (24 h/37 °C)

Ciclos Atividade de esterificagdo (UM/g min)
ADS LC
1 72,60 228,10
2 40,90 217,54
3 0,50 194,10
4 - 118,32
5 - 66,95
6 - 55,63

Comparagdo do desempenho da lipase de Candida rugosa 39

sdo apresentados na Tabela 1. Para o sistema obtido por ADS, obser-
vou-se uma perda acentuada da atividade de esterificacdo na segun-
da batelada, com subseqiiente perda total na terceira batelada, o que
correspondeu a um tempo de meia-vida de 39 h. Também houve
perda de atividade de esterificagfio para o sistema obtido por LC. No
entanto, essa perda foi menos significativa quanto comparada ao sis-
tema ADS, sendo possivel utilizar o sistema LC por seis bateladas
consecutivas. O tempo de meia-vida desse derivado imobilizado foi
o dobro (81 h) do obtido pela amostra preparada por ADS.

Na Tabela 2 encontra-se um resumo das propriedades cataliticas
da lipase de Candida rugosa livre e imobilizada em POS-PVA por
adsorg¢do e por ligagdo covalente.

Tabela 2. Sumdrio das propriedades cataliticas da lipase de Can-
dida rugosa livre e imobilizada em POS-PVA por adsor¢do fisica
(ADS) e por ligacdo covalente (LC)

Caracteristicas LCR LCR -POS- LCR -POS-
livre PVA ADS PVA LC

pH 6timo 7,5 7,5 8,0

Temperatura 6tima (°C) 37 40 55

K (UM) 170 409 210

V. . (Umg) 1929 635 551

Estabilidade de Na 35 161

estocagem (t ,,, dias)

Estabilidade Na 39 81

operacional (t ,, h)

159

Na: ndo se aplica

Analise por espectroscopia no IV por transformada de
Fourier (FTIR)

As Figuras 5a e 5b mostram os espectros no infravermelho obti-
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Figura 5. Espectros no infravermelho (a) do suporte puro, lipase livre e

imobilizada por adsor¢do fisica (ADS) e (b) suporte ativado com
glutaraldeido, lipase livre e imobilizada por ligagdo covalente (LC)
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dos para o suporte puro, suporte ativado, lipase livre e sistemas imobi-
lizados obtidos pelas técnicas de adsorcdo fisica e ligagdo covalente.
Para o suporte, o espectro mostra pequenas bandas principalmente
entre 1000-1100, correspondendo a ligagdo Si-O-R*. A lipase livre
apresenta um espectro tipico de proteinas com bandas de absorcio
associadas ao grupo amino (CONH) caracteristico. Na faixa de com-
primento de onda situada entre 1600-1700 cm™ estdo exibidos os
grupamentos amino primérios e secunddrios®. Em ambas lipases imo-
bilizadas os picos caracteristicos diminufram, possivelmente devido a
fixacdo de lipase livre no suporte sélido. Nenhuma banda adicional
foi observada no espectro do sistema imobilizado por ligacdo covalente,
sugerindo que a ligacdo entre enzima e suporte ¢ da mesma natureza
que bandas tipicas de proteinas. Além disso, € possivel observar uma
banda intensa entre 1100 e 1200 cm™. Comparando-se a intensidade
desta banda em ambas lipases imobilizadas, observa-se menor redu-
¢do quando o método de ligacdo covalente foi o empregado. Isto pro-
vavelmente ocorre porque o glutaraldeido € capaz de reagir com os
grupos OH da superficie do suporte e com os grupos amina da enzima?®,
resultando em bandas semelhantes as da proteina livre.

CONCLUSOES

Lipase de Candida rugosa foi imobilizada em suporte hibrido
POS-PVA empregando diferentes métodos de imobilizagio: adsorgdo
fisica, ligacdo covalente e encapsulagio. As lipases imobilizadas pelas
técnicas de adsorcdo e de ligacdo covalente apresentaram um rendi-
mento de 96,50 e 81,05%, respectivamente. No entanto, ndo foi pos-
sivel recuperar a atividade da lipase de C. rugosa imobilizada em
POS-PVA por encapsulagdo. Apés a imobilizagdo foi observada al-
teragcdo nos pardmetros de pH 6timo e de temperatura 6tima para
ambas lipases imobilizadas. Foi ainda detectada uma mudanga na
afinidade da enzima imobilizada pelo substrato. Enquanto o K da
enzima livre foi de 170 UM, as lipases imobilizadas apresentaram os
seguintes valores de K : 409 UM, para a enzima imobilizada por
adsor¢do e 210 uM, para a imobilizada por ligagdo covalente. Os
resultados também mostram que dentre as técnicas testadas para
imobilizacdo de lipase de C. rugosa, o sistema imobilizado obtido
por ligacdo covalente foi o mais estdvel tanto em condicdes de
estocagem como em condi¢des operacionais.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, em forma de
arquivo PDF, com acesso livre.
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