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STUDY OF IMMOBILIZATION OF LIPASE IN SILICA BY THE SOL-GEL TECHNIQUE. The objective of this work was the
immobilization of the enzyme Candida antarctica lipase B (CAL B) using the sol-gel method of immobilization and three different
initiators of the polymerization reaction: one acid (HCI), one basic (NH,OH) and the other nucleophilic (HBr). Tetracthylorthosilicate
was used as the silica precursor. The influence of the additive PEG 1500 on immobilization was assessed. The efficiency of the process

was evaluated considering the esterification activity of the xerogels. The immobilization process provided enhanced thermal stability,

storage and operational aspects relative to the free enzyme. Storage temperature proved one of the main variables to be considered

in the process, with the xerogels stored under refrigeration showing better results in terms of residual activity (nearly 200 days with

> 90% residual activity of basic and nucleophilic xerogels) when compared with storage at ambient temperature (nearly 40 days).

The results demonstrated the possibility of reuse of derivatives and a greater number of cycles (nine), considering a residual activity

of 50%.
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INTRODUCAO

Ha grande interesse na aplicagdo industrial de enzimas por serem
catalisadores bioldgicos naturais utilizados em diversos tipos de
reacoes.'* Da mesma forma que catalisadores quimicos, promovem
o aumento da velocidade das reagdes, porém, as enzimas como bio-
catalisadores sdo altamente especificas aos seus substratos, proporcio-
nando produtos seletivos que podem ser considerados como naturais.’

Dentre as enzimas, as lipases vém sendo estudadas como cata-
lisadores alternativos para diferentes rea¢des quimicas, tais como
hidrélise de dcidos graxos,>” esterificagdo® ! e transesterificagdo.!!"!*
Porém, seu uso na forma livre torna-se limitado devido ao custo,
principalmente em fungdo da impossibilidade de reutilizagio e da
sua estabilidade térmica e quimica.'>!’

Desta forma, a técnica de imobilizagio apresenta-se como uma
alternativa para contornar tais limitacdes, pois permite a separa¢io da
enzima do meio reacional e, consequentemente, a sua utilizacio mais
que uma vez, além de possibilitar uma maior estabilidade a enzima.'®”

A imobilizagdo pode ocorrer por encapsulamento,?*?' por
ligagdo cruzada,?? ligagdo covalente'*** ou adsor¢do (quimica ou
fisica).>** O método por encapsulamento consiste em proteger os
biocatalisadores em um tnico compartimento de volume definido,
que representa um microambiente separado do ambiente externo.?
Diferentes materiais e processos sdo descritos na literatura com
esta finalidade. No processo de imobilizacdo, além das questdes
econOmicas, devem ser consideradas as questdes operacionais,
como as condicdes experimentais empregadas na sintese, a facili-
dade de producio, o tempo envolvido no processo e a quantidade
de enzima incorporada.’

Dentre os diferentes métodos destaca-se a imobilizagdo em
xerogel obtida pela técnica sol-gel.*7** O processo para formagao
do xerogel possui diversas varidveis que determinam as caracteris-
ticas finais dos materiais, tais como o grupo silanol precursor da
silica (TEOS,>® TMOS'*%), o iniciador da reac¢do de polimerizac¢ao
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(HC1,>#3" HBr, HE,*> NH,OH%), bem como o tempo de hidrélise e
condensagdo e a homogeneidade do produto. Além disso, alguns
aditivos quimicos (polietilenoglicol (PEG),*33 polivinildlcool
(PVA),* liquidos i6nicos,>*30353¢ ¢ albumina®) podem ser usados
para melhorar o processo, permitindo a obtengdo de materiais com
melhores propriedades estruturais que reflete em melhor estabilidade
térmica e quimica da enzima.**3*

Neste contexto, para a imobilizagdo da lipase Candida antarctica
B, optou-se pelo emprego do método sol-gel, particularmente pela sua
simplicidade, onde a enzima a ser imobilizada ¢ adicionada in situ
durante a formacdo do xerogel, que proporciona a incorporacio da
enzima oferecida ao suporte, além do processo ocorrer em condi¢des
brandas de temperatura (ambiente) e em uma ampla regido de pH.

PARTE EXPERIMENTAL
Enzima e produtos quimicos

A enzima utilizada na imobilizacdo foi a lipase comercial de
Candida antarctica (CAL B) (Novozyme). O polietilenoglicol (PEG)
(1500, Merck) foi usado como agente de estabilizagio (aditivo). Para
a imobilizagdo pela técnica de sol-gel foi utilizado como precursor
da silica o tetraetilortosilicato/tetraetoxisilano (TEOS) (Aldrich), hi-
dréxido amdnia (Quimex), acido cloridrico (Vetec), acido bromidrico
(Vetec) e dgua destilada. Para determinacdo da atividade de esteri-
ficacdo foram utilizados: élcool etilico (Merck), acetona (Merck),
dcido oleico (Synth) e hidréxido de sédio (Synth).

Sintese da silica empregando diferentes iniciadores da reacio
de polimerizacao e imobilizacao da lipase

A lipase de Candida antarctica B foi imobilizada por encapsula-
mento em xerogel obtida pela técnica de sol-gel. Inicialmente, 5 mL
de TEOS foram dissolvidos em 5 mL de etanol absoluto. Ap6s a disso-
lugdo, adicionou-se 1,6 mL de dgua destilada e trés gotas do iniciador
da reacdo de polimerizagdo. Foram testados trés diferentes iniciadores
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da polimerizacao: dcido (HCI), basico (NH,OH) e nucleofilico (HBr).

Posteriormente, os sistemas reacionais foram submetidos a uma
etapa de agitagdo, em agitador orbital (shaker) a 40 °C, 180 rpm,
por um periodo de 90 min. Passado este periodo, fez-se a adi¢do
de 1 mL da solu¢@o enzimética (160 mg mL"). Para cada condigéo,
paralelamente foi conduzido um ensaio adicionando, apds a enzima,
1 mL de uma solucéo do aditivo PEG 1500 na concentracdo de 5 mg
mL".** Nas bateladas conduzidas com os iniciadores dcido e nucle-
ofilico foram adicionados 1,75 mL da solucéo hidrolisante (solu¢io
etandlica de hidroxido de amdnio 1,0 mol L). Posteriormente, os
sistemas reacionais foram mantidos em condi¢des estaticas, em tem-
peratura ambiente (20-25 °C), por 24 h para completar a condensagdo
quimica. Ap6s as 24 h, o suporte foi colocado em dessecador a vicuo
(temperatura ambiente) por um novo periodo de 24 h para completar
a secagem por evaporacdo. Apds a secagem em condicdes brandas
de temperatura e pressdo obteve-se a lipase imobilizada na silica,
denominada de xerogel imobilizado. Devido ao uso de diferentes
iniciadores da reacdo de polimerizacdo, os xerogéis imobilizados
foram denominados de acido, basico e nucleofilico.

Caracterizag¢do dos xerogéis

Os xerogéis foram caracterizados por difragao de raios X (DRX)
(Rigaku, Miniflex II, Ka- 1,58 Cu) e andlise textural de adsor¢ao/
dessorcédo de N, (Quantachrome, Nova 2200e). As areas especificas
dos xerogéis sintetizados foram determinadas com o uso do método
BET.* O volume e o didmetro médio dos poros foram calculados pelo
método de BJH.* Para a anélise da drea superficial, previamente, as
amostras foram submetidas a um tratamento térmico a 60 °C com
pressdo reduzida, por 12 h. A andlise foi realizada em temperatura
constante de 77 K (-196 °C).

Determinacgdo da atividade de esterificagdo

As atividades de esterificac@io (AE) foram determinadas na solugao
enzimadtica (enzima livre) e nos xerogéis imobilizados. A atividade de
esterificacio foi quantificada através da reagdo de sintese de oleato
de etila utilizando 4cido oleico e alcool etilico na razdo molar de 1:1
(mistura padrio), conforme descrito na literatura.*! A reacdo foi iniciada
pela adi¢do da enzima imobilizada ou livre (aproximadamente 0,1 g)
em 5 mL da mistura padrdo. A reacdo foi conduzida em frascos de
vidro fechados a 40 °C, em agitador orbital a 160 rpm, durante 40 min.
Aliquotas de 500 pL foram retiradas do meio reacional em triplicata.
A cada amostra foram adicionados 15 mL de uma solugdo de acetona-
-etanol (1:1) (v/v) para inativar a reagdo. A quantidade de dcido oleico
consumido foi determinada por titulagio com NaOH 0,05 mol L™ até
o meio atingir pH 11. Os ensaios dos brancos das amostras continham
500 pL da mistura padrdo e 15 mL da solucdo de acetona-etanol.

Determinagdo do rendimento da imobilizagdo

O rendimento de imobiliza¢do nos xerogéis foi calculado pela
porcentagem da razdo entre a atividade total de esterificacdo do
xerogel sintetizado e a atividade de esterificac¢@o total vinculada
a na massa de enzima livre adicionada na etapa de imobilizacdo,
conforme a Equagao 1:

R(%) = Z % 100 ()

0

Na qual U, corresponde a atividade total de esterificacdo da massa
de xerogel sintetizado e U representa a atividade total de esterificacdo
presente na massa de enzima livre adicionada na imobilizagao.

Estabilidade de estocagem
A estabilidade de estocagem dos xerogéis e da enzima livre foi
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realizada em temperatura entre 20-25 °C e em refrigeracdo entre
3-5 °C. A atividade foi acompanhada semanalmente, por um periodo
de 200 dias. Os resultados foram apresentados em porcentagem da
atividade residual, calculada a partir da razao da porcentagem da

atividade de esterificacdo no tempo “i” e da atividade de esterificacio
no tempo inicial.

Estabilidade térmica

A estabilidade térmica dos xerogéis e da enzima livre foi realizada
pela reacdo de esterificacdo em amostras incubadas em estufa nas
temperaturas de 40, 60 e 80 °C durante 1 h. Apds 1 h de incubacdo
foram realizadas as medidas das atividades de esterificacdo a40 °C. Os
resultados de atividade foram comparados com os da atividade inicial.

Estabilidade operacional

A estabilidade operacional dos xerogéis, com e sem o uso de PEG,
foi determinada em reagdes de esterificacio (dcido oleico e etanol,
na razao molar de 1:1) em regime de bateladas consecutivas com a
reutiliza¢do dos xerogéis imobilizados. Neste estudo, empregou-se
em todas as bateladas a mesma massa de xerogel imobilizado (0,1
g). Foram realizadas bateladas de 40 min, na temperatura de 40 °C
e agitacdo de 160 rpm. Apds cada batelada, o meio reacional (fase
liquida) foi removido com o auxilio de uma pipeta, mantendo a fase
solida (xerogel imobilizado).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A abordagem da imobilizagdo da lipase em silica por encapsu-
lemanto utilizando uma nova metodologia de preparo do suporte foi
realizada baseando-se na caracterizagio dos derivados imobilizados,
na eficiéncia catalitica e em diferentes tipos de estabilidade.
Caracterizacao dos xerogéis

Os difratogramas de raios X referentes aos xerogéis obtidos com

diferentes iniciadores da reacdo de polimerizagdo, na presenga da
enzima lipase, sdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Difratogramas de raios X dos xerogéis na presenca da enzima
lipase CAL B: (a) xerogel dcido, (b) xerogel bdsico e (c) xerogel nucleofilico

Todos os xerogéis apresentaram a mesma particularidade, ndo
apresentaram picos caracteristicos de materiais cristalinos, e sim,
halos na regido compreendida entre 15 - 30° (20), os quais sdo ca-
racteristicos de materiais sem ordenagdo cristalina, ou seja, materiais
amorfos.

As estruturas amorfas dos xerogéis obtidos sugerem que nas
reacdes de hidrdlise e condensacdo dos mondmeros de silicio os
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iniciadores da reagdo de polimerizagdo (HCI, NH,OH e HBr) atu-
am como agentes de ligacdes cruzadas, conduzindo a formagao da
estrutura amorfa de SiO,, na qual o reticulado tridimensional estd
se formando ao redor da enzima, caracteristica esta que dificulta a
reprodutibilidade da sintese, como descreve a literatura.*?

Os resultados referentes ao volume médio dos poros e a drea
especifica dos xerogéis acido, basico e nucleofilico sdo apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas dos xerogéis com o uso dos iniciadores da polime-
rizagdo 4cido, bdsico e nucleofilico com e sem o uso do PEG

Area especifica Volume médio dos poros

Xerogel (m? g) (em® g)
Acido 218 49,9
Acido com PEG 222 51,1
Bisico 204 46,9
Bésico com PEG 162 37,1
Nucleofilico 284 65,2
Nucleofilico com PEG 141 32,3

Observa-se para os xerogéis dcidos (com e sem PEG) uma simila-
ridade nos valores de drea especifica e volume médio dos poros. Para
os demais xerogéis (bdsico e nucleofilico) observa-se uma redugéo,
tanto da drea especifica (entre 20 e 50%) quanto do volume médio
dos poros, para os xerogéis sintetizados com PEG, em relagdo aos
sem PEG. Tendéncias similares sdo descritas na literatura.”304-4
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Os resultados das andlises texturais de adsor¢éo/dessor¢io de N,
realizadas para os xerogéis, obtidos com e sem o uso do PEG, estio
apresentados na Figura 2.

Observa-se na Figura 2 que os xerogéis dcido e nucleofilico, inde-
pendentemente da presenca ou ndo do PEG, apresentaram isotermas
do tipo IV, que séo tipicamente exibidas por sélidos mesoporosos,*®
com histerese do tipo H2, a qual corresponde a uma distribuicio
de tamanhos e formas de poros definida, com poros em forma de
“tinteiro”, com gargalo estreito e corpo largo.*”*

Os xerogéis bdsicos apresentaram isotermas do tipo II, caracteris-
ticas de adsorventes no porosos ou macro porosos,*® com histerese
do tipo H1, caracteristicos de materiais porosos constituidos por
aglomerados rigidos de particulas esféricas de tamanho uniforme
ordenados regularmente.*’

Determinacio da atividade de esterificacio e do rendimento da
imobilizacao

A Tabela 2 apresenta a massa de enzima, a atividade de esterifi-
cacdo tedrica adicionada na imobilizagdo, a massa do xerogel obtido,
a atividade do xerogel por grama, a atividade de esterificag@o total
do xerogel e os rendimentos de imobilizagcdo nos xerogéis obtidos
empregando os diferentes iniciadores da reacdo de polimerizacdo
(acido, basico e nucleofilico), com e sem o uso do PEG 1500.

De acordo com a Tabela 2, todos os ensaios apresentaram um
aumento na massa do xerogel e na atividade de esterificacdo com a
adicdo do PEG e, consequentemente, no rendimento e na atividade
total obtida. Dentre os ensaios, a maior atividade de esterificacio,
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Figura 2. Andlise textural de adsorcdo/dessorcdo de N, para os xerogéis dcido, bdsico e nucleofilico com e sem o uso do PEG
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Tabela 2. Rendimento da imobilizacdo da enzima CAL B em xerogel dcido, bésico e nucleofilico com e sem o uso do PEG

Enzima Adicionada

Enzima imobilizada

Xerogel

ME (g) AA (U) m (g) AE (U) AT (U) R (%)
Acido 1 779,2 2,16 197.5 425,6 54,6
Acido com PEG 1 779,2 2,54 209,8 532,8 68,4
Basico 1 779,2 1,17 177,0 207,1 26,6
Basico com PEG 1 779,2 1,48 378,7 560,6 71,9
Nucleofilico 1 779.,2 2,03 1484 3014 38,7
Nucleofilico com PEG 1 779,2 2,76 260,6 719,4 92,3

ME: massa de enzima; AA: atividade de esterificacdo total presente na massa de enzima livre adicionada na imobilizacdo; m: massa do xerogel; AE: atividade
de esterificacdo por grama do xerogel; AT: atividade total no xerogel; R: rendimento do xerogel.

com 719,4 U e 92% de rendimento, foi observada para o xerogel nu-
cleofilico sintetizado na presenca do PEG. Esta tendéncia observada
foi vincula ao efeito estabilizante do aditivo.?!

Estabilidade de estocagem
A Figura 3 descreve o comportamento da atividade de esterifica-

¢ao residual para os xerogéis dcido, basico e nucleofilico, com e sem
a adicdio do PEG, armazenados a temperatura ambiente.
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Figura 3. Atividade de esterificagdo residual do xerogel imobilizado arma-
zenado em temperatura ambiente

Independentemente da presenga ou ndo do PEG, os xerogéis
basicos e nucleofilicos apresentaram atividades residuais superiores
aos xerogéis dcidos.

Considerando o mesmo derivado, observam-se tendéncias distin-
tas em fung¢@o da presencga ou ndo do PEG. Os xerogéis preparados
com iniciadores da reacio de polimeriza¢do 4cido e basico apresen-
taram maiores tempos de armazenagem com atividade residual >
50% da inicial para as amostras sintetizadas sem o PEG, sendo que
destes a maior diferenca, de 7 para 28 dias, ou seja, um aumento de
aproximadamente 300% observada para o meio dcido.

Tendéncia contrdria foi observada para os xerogéis nucleofilicos.
Para este derivado, os sintetizados na presenca do PEG, com 42 dias,
foram os que apresentaram o maior tempo de armazenagem com
atividade residual > 50%. A enzima livre teve um tempo de armazena-
gem de 14 dias, ou seja, menor que a maioria dos derivados testados.

Ao serem armazenados em refrigeracdo (Figura 4), os xerogéis
basicos e nucleofilicos apresentaram tendéncias similares as obtidas
quando do armazenamento em temperatura ambiente: apresentaram
maiores tempos de estocagem em relagio aos xerogéis acidos.

Dentre os xerogéis, o basico sem PEG e o nucleofilico com PEG,
com atividades residuais de aproximadamente 100% em 203 dias de
armazenamento, foram os que apresentaram os melhores resultados.
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Figura 4. Atividade de esterificagdo residual do xerogel imobilizado arma-
zenado em refrigeragcdo

Para os xerogéis bdsicos e nucleofilicos observam-se tendéncias
distintas em func@o do uso do PEG. Nos xerogéis bdsicos a auséncia
do PEG proporcionou um aumento de 500% no tempo com atividade
residual > a 50% da inicial, em relag@o ao xerogel contendo PEG.
Para os xerogéis nucleofilicos, o com PEG foi o que apresentou os
maiores tempos de armazenagem.

Os derivados 4cidos, com tempos com atividade residual > a
50% da inicial de 7 (sem PEG) e 14 dias (com PEG) foram os que
apresentaram os resultados menos promissores e, consequentemente,
optou-se por nio testd-lo no decorrer do trabalho.

A estabilidade de estocagem por longos periodos é um dos princi-
pais fatores a ser considerado quando se utiliza lipases imobilizadas.
Neste contexto, com uma atividade residual de aproximadamente
100% por 203 dias, o xerogel basico sem PEG e nucleofilico com PEG
se destacam em relacéo aos resultados observados na literatura.**~25

Estabilidade térmica

A Figura 5 apresenta as atividades residuais de esterificagdo refe-
rentes a estabilidade térmica para os xerogéis basicos e nucleofilicos,
com e sem PEG, ativados nas temperaturas de 40, 60 e 80 °C por um
periodo de 60 min.

Todos os xerogéis apresentaram a mesma tendéncia, ou seja, uma
redu¢do da atividade residual com o aumento da temperatura. Fica
evidente que a estabilidade térmica dos xerogéis frente a enzima livre
¢ melhor na maioria dos xerogéis.

Entre os xerogéis, os com adi¢do do PEG apresentaram os maiores
valores de atividade residual em todas as temperaturas. Considerando
os iniciadores da reacdo de polimerizag@o, os xerogéis basicos apre-
sentaram os melhores resultados, exibindo para as trés temperaturas
avaliadas atividades superiores em relacdo as observadas para os
xerogéis nucleofilicos e para a enzima livre, indicando um efeito
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Figura 5. Atividade de esterificagao residual em diferentes temperaturas de
contato durante 60 min

positivo deste iniciador em relacio a estabilidade térmica na enzima.

Na temperatura de 80 °C, os unicos xerogéis que apresentaram
atividade residual foram os basicos, com e sem PEG, com atividade
residual de 38% e 20%, respectivamente. Resultados semelhantes
podem ser verificados na literatura.>®

Estabilidade operacional

A possibilidade de reutilizar a lipase de Candida antarctica B
imobilizada foi determinada empregando como modelo a reagio de
esterificagdo do oleato de etila. O comportamento das atividades
residuais, tendo como referéncia a atividade referente a primeira
reagdo, € apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Atividade de esterificagdo residual da estabilidade operacional

Considerando uma atividade residual > a 50% da atividade inicial,
os xerogéis (independentemente do iniciador de reagdo empregado)
sintetizados na presenca do PEG foram os que apresentaram os melho-
res resultados. Destes, destaca-se o xerogel basico, com nove reusos.
Resultados similares sdo observados na literatura para imobilizado
em suportes obtidos via sol-gel.74354%

O processo de imobilizacido em xerogel proporcionou o aumento
da estabilidade térmica, de armazenagem e operacional em reacio
a enzima livre, como observado nas Figuras 3, 4, 5 e 6. Dentre os
xerogéis imobilizados, os que apresentaram melhores resultados
foram os com o iniciador de polimerizag@o basico com e sem 0 uso
do PEG e nucleofilico com PEG. Os resultados demostram que os
aditivos, tais como polietilenoglicol (PEG), aumentam a eficiéncia
deste tipo de imobilizagao da lipase.’

CONCLUSAO
O processo de imobilizagdo proporcionou um aumento da esta-

bilidade térmica, de estocagem e operacional em relacio a enzima
livre. Num contexto geral, dentre os xerogéis imobilizados os que

Quim. Nova

apresentaram os melhores resultados foram os bésicos, com e sem
PEG, e nucleofilico com PEG. A temperatura de estocagem demons-
trou ser uma das principais varidveis a ser considerada no processo,
com os xerogéis estocados em refrigeracdo apresentando resultados
melhores, em termos de atividade residual, em relag@o as amostras
estocadas a temperatuta ambiente.

Em relacio a estabilidade operacional os resultados demonstra-
ram a possivel reutilizacio dos xerogéis imobilizados, comprovando
aeficiéncia da metodologia empregada, sendo esta uma das principais
vantagens sobre a enzima livre.
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