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RESUMO. No presente trabalho, diferentes procedimentos de imobilizagio foram
avaliados: adigdo direta da lipase em fosfato de zirconio (ZrP) e adigio simultinea de lipase e
agente estabilizante (polietilenoglicol, MM-1500) no mesmo suporte. A sele¢io desse
aditivo foi baseada na sua compatibilidade com a lipase de Candida rugosa, conforme dados
obtidos anteriormente empregando silica de porosidade controlada como suporte. A
metodologia de imobilizagio da lipase em ZrP na presenga de PEG-1500 forneceu
derivados imobilizados mais ativos (310,6 U mg™) quando comparados com aqueles obtidos
sem adigio de PEG-1500 (162,8 U mg™"), proporcionando elevada recuperagio da atividade
oferecida na imobilizagio (88,7%). Nos testes cataliticos efetuados em meio orginico
(sintese de butirato de butila), foi também constatado um melhor desempenho dos
derivados imobilizados obtidos na presenca de PEG, em termos de atividade e estabilidade
operacional. Esse resultado pode ser atribuido ao recobrimento da enzima pelo aditivo que
provavelmente aumentou o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima.

Palavras-chave: lipase, imobilizagio, fosfato de zirconio, polictilenoglicol.

ABSTRACT. Activity and operational stability of the immobilized lipase on
zirconium phosphate in the absence and presence of polyethylene glycol. In the
present work, different immobilization procedures were evaluated: direct addition of the
lipase on zirconium phosphate (ZrP), and simultaneous addition of lipase and stabilizing
agent (polyethylene glycol, MM-1500) on the same support. The selection of this additive
was based on its compatibility with the lipase from Candida rugosa according to data
previously obtained using controlled pore silica as support. The methodology of lipase
immobilization on ZrP in the presence of PEG-1500 supplied more active immobilized
derivatives (310.6 U mg™") when compared with those obtained without addition of PEG-
1500 (162.8 U mg™), providing high activity recovery in the immobilization step (88.7%).
Better performance of the immobilized derivative prepared in the presence of PEG was also
verified in organic medium (synthesis of butyl butyrate), in terms of activity and operational
stability. These results can be attributed to the enzyme coated by the additive that probably
increased the access of the substrate to the active site of the lipase.

Key words: lipase, immobilization, zirconium phosphate, polyethylene glycol.

Introdugio

As moléculas de dgua, que se encontram ao redor
da molécula de enzima, exercem um papel
importante na estabilidade e conformacio estrutural
devido, principalmente, a sua influéncia nas
interagdes hidrofdbicas, além das forgas de van der
Walls, pontes salinas e pontes de hidrogénio
(Yamane et al., 1990; Faber, 1997).

Desta forma, pequenas variagdes no meio
reacional, como: temperatura, pH, for¢a i6nica,

entre outras, podem induzir uma modificagio na
estrutura da enzima de sua forma ativa para sua
forma desativada (Faber, 1997). Essa desnaturagio é
decorrente da exposi¢io da parte hidrofébica da
enzima em igua, o que promove um aumento do
nivel de hidrata¢io da enzima. Assim, nio ¢ surpresa
que a manipulacio da natureza do meio e da
quantidade de dgua ao redor da enzima tenha um
profundo efeito sobre a estabilidade. A remogio da
dgua da superficie da enzima conduz a uma
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reorganizagio das moléculas de dgua devido ao
incremento do ntmero de ligacdes intramoleculares
por pontes de hidrogénio que contribui para o
aumento da rigidez da enzima (Yamane et al., 1990;
Faber, 1997). Esse efeito pode ser alterado pelo uso
de aditivos hidrofilicos, como os polidis e
polissacarideos, que agem como reguladores da
estrutura da enzima em meio aquoso (Yamane et al.,
1990; Gongalves ef al., 1999).

Efeito estabilizante na atividade enzimitica tem
sido também observado em meios orginicos, para
aditivos como arabinol e sorbitol, os quais
aumentaram a atividade da lipase em benzeno,
solvente altamente apolar (Triantafyllou et al., 1995).
Nesse mesmo estudo, outros tipos de aditivos, como
albumina e caseina, nio apresentaram efeito de
estabilizacio da lipase. Entretanto, o uso desses
aditivos de origem proteica e nio enzimitica na
etapa de imobilizagio de lipases tem aumentado
significativamente a estabilidade dos derivados
imobilizados (Wehtje et al., 1993; Reetz et al., 1996;
Villeneuve et al., 2000). Por outro lado, aditivos
como polissacarideos tém demonstrado efeitos nio
significativos na estabilizagio da enzima (Wehtje
etal., 1993).

Esses resultados e o fato de que o procedimento
de imobilizagio pode causar desativagio parcial da
enzima sugerem que os aditivos durante a etapa de
imobiliza¢io possuem outro tipo de mecanismo.
Realmente aditivo nao ativa a enzima, em vez disto,
tem um efeito estabilizante, prevenindo a
desativagio da enzima quando ocorre a sua interagio
com o suporte (Reetz ef al., 1996; Rocha et al., 1998;
Villeneuve et al., 2000).

No caso especifico das lipases, que exigem uma
interface para sua total atividade catalitica, o uso de
aditivos macromoleculares na etapa de imobiliza¢io
tem mostrado efeitos estabilizantes significativos na
atividade da lipase por meio do revestimento da
interface, impedindo, desta forma, uma mudanga na
sua estrutura proteica (Wehtje ef al., 1993; Reetz
et al., 1996; Rocha et al., 1998; Villeneuve et al.,
2000). Segundo Bosley (1991), caseina, gelatina,
albumina de ovo e albumina bovina sio aditivos
eficientes para imobilizagio de lipases em vérios
suportes. Resultados similares foram descritos por
Reetz et al. (1996), que recomendam também o uso
de outros tipos de aditivos macromoleculares, como,
por exemplo, polietilenoglicol (PEG) e 4lcool
polivinilico (PVA). O uso de aditivos de baixa massa
molecular, tais como sorbitol, glicerol ¢ triglicerideos,
nio atuou na estabilizagio dos derivados imobilizados
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(Bosley, 1991; Reetz et al., 1996).

Em um estudo sistemdtico realizado por Soares
et al. (2001; 2002; 2003), diferentes tipos de aditivos
foram avaliados na atividade hidrolitica e sintética,
bem como na estabilidade operacional de derivados
imobilizados de lipase de Candida rugosa em silica de
porosidade controlada. Entre os aditivos testados, o
polietilenoglicol (MM 1500) proporcionou um
considerdvel aumento da atividade hidrolitica,
reduzindo, desta forma, a desativacio da enzima por
interagdes lipase-suporte (Soares ef al., 2003).

Em trabalhos anteriores, lipase de Candida rugosa
foi imobilizada em fosfato de zircdnio por adsor¢io
fisica e ligagio covalente e os derivados imobilizados
avaliados comparativamente em reagdes de hidrdlise
e esterificacio (Porto et al., 2002). Rendimentos de
imobilizacio mais elevados foram obtidos para as

amostras  preparadas  por  adsorcio  fisica,
confirmando dados da literatura em estudos
conduzidos com enzimas imobilizadas

covalentemente em matrizes tratadas por silanos que
podem acarretar modificacées conformacionais na
enzima, alterando a estrutura tridimensional de seu
sitio ativo (Porto et al., 2002). O processo de
imobilizagio covalente provavelmente ocasionou
impedimentos estéricos que tornaram certas partes
da molécula enzimitica inacessiveis ao substrato
azeite de oliva.

Considerando a potencialidade do fosfato de
zircOHnio como matriz de imobilizagio de catalisadores
bioquimicos, tanto em termos técnicos
econdmicos em comparagio 2 silica de porosidade
controlada (Porto et al., 2002), e considerando a

como

eficiéncia do polietilenoglicol como aditivo na etapa de
imobilizagio de lipases em suportes sélidos, o objetivo
deste trabalho foi otimizar as condi¢oes anteriormente
estabelecidas para imobilizagio da lipase de Candida
fostato  de

como agente
interagbes entre enzima e suporte.

zirconio  utilizando

estabilizante  das

rugosa  em
polietilenoglicol

Material e métodos

Lipase de origem microbiana de Candida rugosa (Tipo
VII), com atividade especifica de 1800 U mg' de
proteina (Bradford, 1976), Y-aminopropiltrietéxisilano
(Y-APTYS) e glutaraldeido (25% v/v) foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA),
polietilenoglicol (PEG-MM 1500) da Synth (Sao Paulo,
Brasil). Azeite de oliva (Carbonell-baixa acidez) foi
comprado em mercado local. Substratos para as reagdes
de esterificacio (n-butanol, 98%, Merck e icido butirico,
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95%, Vetec, Sao Paulo, Brasil) foram desidratados com
peneira molecular (silicato de aluminio e sédio, tipo 13
X-BHD Chemicals, Toronto, Canadi). Todos os outros
reagentes empregados foram de grau analitico.

Sintese do suporte inorganico

Inicialmente foi obtido o cloreto de zirconila por
fusio alcalina de um concentrado de zirconita,
seguido de duas lixiviagdes (aquosa e outra icida). O
material obtido foi levado 4 secagem por evaporagio
direta em uma placa de aquecimento, sendo em
seguida submetido a uma lixiviagdo com 4cido
cloridrico concentrado (sem agitagio/48h). ApGs esse
tratamento, foram efetuadas diversas lavagens em
acetona. Em seguida, foi preparada uma solugio com
o cloreto de zirconila em 0,5 M de HCI e adicionado
sob agitagio constante H,PO, 3,0 M, em uma
propor¢ao de 1:2 (Zr:PO,). O precipitado gelatinoso
obtido foi deixado em repouso por 24 horas, sendo
entdo filtrado e lavado com solugio de 4cido
fosférico a 2% e com 4dgua deionizada até auséncia de
fons cloreto. O produto obtido [Zr (HPO,),. nH,O]

3 (110°C/24h) para

foi levado i estufa
apresentando didmetro de particula médio de 180 M

secar,

m e drea superficial determinada pelo método B.E.T
de 234 m? g! (Castro et al., 2000).

Imobilizagao da lipase em fosfato de zirconio

O fosfato zirconio foi previamente tratado com Y

-aminopropiltrietoxisilano (Y-APTS) e ativado com
glutaraldeido, de acordo com metodologia descrita
anteriormente (Porto ef al., 2002; Soares et al., 2003).
O procedimento de imobilizagio consistiu do
contato da solugio enzimitica com o suporte e
polietilenoglicol, por um periodo de 24 horas. Para
cada grama de suporte (matéria seca) foram
adicionados 350 unidades de atividade da lipase e
200 ML de solugio aquosa contendo 50 mg de PEG-
1500 mL", sob condi¢des de agitagio controlada
durante 3h. Em seguida, 10 mL de hexano foram
adicionados e a mistura enzima-suporte-aditivo foi
incubada 3 temperatura de 4°C, durante 21 horas. O
sistema imobilizado foi filtrado a vicuo e lavado com
hexano para remogio da lipase nio adsorvida no
suporte. Nos filtrados, foram analisados os teores de
proteinas totais (Bradford, 1976) e nos derivados
imobilizados quantificados os teores de dgua em um
titulador automitico Karl Fisher (Modelo Mettler
DL 18) e atividade hidrolitica (Soares et al., 1999). O
rendimento de imobilizagio (N %) foi calculado pela
Equagao 1.

Us
n(%):wxloo 1)

em que: Us = unidades de atividade enzimitica total
presente no suporte ¢ U, = unidades de atividade
utilizadas na imobilizagio.

Determinagao da atividade hidrolitica

A atividade enzimdtica da lipase imobilizada foi
determinada pelo método de hidrélise do azeite de
oliva emulsificado empregando 100 mg de derivado
imobilizado, conforme metodologia descrita por
Soares et al. (1999). Os dcidos graxos liberados foram
titulados com solug¢io de KOH 20 mM, utilizando
fenolftaleina como indicador. Uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima
que libera 1 umol de 4cido graxo por minuto de
reagio, nas condigdes do ensaio. Para cada anilise de
atividade foi realizado um controle utilizando 100
mg do suporte seco.

Determinagao da atividade de esterificagao

A atividade de esterifica¢io da lipase imobilizada
em fosfato de zircénio foi determinada pela
formacio do butirato de butila na reagio de n-

butanol com écido butirico em heptano a 37°C com
massa seca de enzima imobilizada de 500 mg.
Aliquotas de 1 mL foram retiradas do meio reacional
em intervalos de tempo pré-determinados. A
concentragio de butirato de butila foi quantificada
por cromatografia em fase gasosa (Cromatdgrafo
Varian 3800), empregando a coluna 6ft S# DEGS
WHP 80/100 mesh a 60°C e hexanol como padrio
interno. O gis de arraste foi o nitrogénio, mantido
em um fluxo 30 mL min™ no interior da coluna.
Uma wunidade de atividade (esterificagio) foi
definida como a quantidade de enzima que conduz a

formagio de 1 HPmol de butirato de butila por
minuto nas condicdes do ensaio.

Estabilidade operacional

A estabilidade  operacional do  sistema
imobilizado foi verificada na sintese de butirato de
butila, sob regime de bateladas consecutivas, com
reutilizacio do sistema imobilizado e utilizando 0,5 g
(massa seca) de lipase imobilizada ¢ 20 mL de
substrato nas mesmas concentra¢des adotadas para
determinac¢io de atividade de esterificacio. As
reagdes foram realizadas em um reator batelada, com
agitagio, provido de uma cesta construida em tela de
ago inox, malha 100 (0,147 mm) com altura de 65
mm ¢ didmetro de 12 mm. Esta foi suportada em
uma placa de aluminio, com orificio central,
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colocada na parte superior do reator. As bateladas
(24h/37°C) foram monitoradas nos tempos iniciais e
finais. Entre as bateladas, a lipase imobilizada foi
lavada com 20 mL de hexano para remogio dos
reagentes ¢ produtos eventualmente retidos no
suporte. Apés 1 hora, tempo necessirio para
evaporacio do solvente, a preparagio de lipase
imobilizada foi reutilizada empregando substrato na
mesma concentracio utilizada anteriormente. Foram
realizados 5 reciclos. A atividade de esterificacio foi
calculada no final de cada ciclo e expressa em pmol
min” mg" do biocatalisador.

Resultados e discussao

Efeito do aditivo na atividade hidrolitica e sintética dos
derivados imobilizados de lipase em ZrP

Lipase de Candida rugosa foi imobilizada por
ligacio covalente em fosfato de zirconio sinalizado e
ativado com glutaraldeido na auséncia e presencga de
PEG-1500. O poder catalitico dos sistemas
imobilizados foi comparado em termos de atividade
hidrolitica e de esterificagio.

A atividade hidrolitica foi quantificada pelo
método de hidrélise de triglicerideos e forneceu
informagdes nio s6 referente a atividade enzimitica
em meio aquoso como também avaliou a retengio
de enzima no suporte de imobiliza¢io (Tabela 1).

Nos testes de esterificagio foi adotado o modelo
reacional constituido de butanol/ 4cido butirico/
heptano, avaliando a cinética de conversio dos
materiais de partida em éster (Figura 1A, B).

Tabela 1. Atividade hidrolitica e rendimento de imobilizagio (I7%)
da lipase microbiana em ZrP na presenga ¢ auséncia de PEG-1500.

PEG-1500 Atividade hidrolitica Rendimento de imobiliza¢io
(U mg) (%)

Auséncia 162,8 60,2

Presenca 310,6 88,7

Unidades de atividade oferecida no procedimento de imobilizagio= 350 U g de
suporte.

Com relagio 2 atividade hidrolitica, verificou que
a utilizacio do PEG-1500 na etapa de imobilizagio
promoveu um aumento da atividade do sistema
imobilizado de 162,8 (controle) para 310,6 U mg™
de suporte, conferindo uma recuperagio total da
atividade oferecida na etapa de imobilizagio (n=
88,7%). Esse resultado foi superior ao descrito por
Soares et al. (2001) e Soares ef al. (2002) empregando
a mesma técnica, mas utilizando como suporte de
imobiliza¢io silica de porosidade controlada. De
acordo com esses autores, foi obtido rendimento de
imobiliza¢io da ordem de 59,6%, produzindo uma
preparagio catalitica com 109,5 U mg" de atividade
hidrolitica.

Mendes et al.

Com relagio 2 atividade catalitica em meio
orginico, a Figura 1A mostra que, no caso da
utiliza¢io do controle (lipase imobilizada em ZrP na
auséncia de aditivo), a mixima concentragio obtida
para o butirato de butila foi de 70 mM, apds 48
horas de reagio, correspondendo a uma atividade de
esterificacio da ordem de 103,4 pM mg"' min™.
Quando se empregou a lipase imobilizada na
presenga de PEG-1500 (Figura 1B), verificou-se que
a velocidade de reacio foi significativamente maior
(239,8 UM mg ! min™), favorecendo a obtengio de
uma concentragio méixima de butirato de butila (81
mM) em um menor perfodo de reagio (24 horas).

(A)
120

Atividade de esterificagdo= 103,4 uM/mg.min

100

Concentragdo (mM)

Tempo (h)
(B)

Atividade de esterificacdo= 239,8 uM/mg.min

100

80

60

Concentragao (mM)

40

20

Tempo (h)

Figura 1. Formag¢io do butirato de butila (O) a partir de n-
butanol (@) e dcido butirico (M) catalisada pela lipase imobilizada
em ZrP na auséncia (A) e presenga de PEG-1500 (B).

Esses resultados evidenciam o efeito estabilizante
do PEG-1500 e confirmam dados da literatura, os
quais indicam um aumento consideravel da atividade
catalitica por meio do tratamento do suporte com
polimeros orginicos ou proteinas nio enzimadticas
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(Reetz et al., 1996; Rocha et al., 1998; Soares et al.,
2001; Soares et al., 2002). Esses tipos de materiais
provavelmente protegeram a enzima de efeitos de
agregacio ou de desnaturacio devido 2 presenga dos
silanos usados na formagio da matriz.

Comportamento semelhante foi obtido por Wu
et al. (2001) empregando PEG juntamente com 6xido
propileno para aumentar a hidrofobicidade e introduzir
um braco espagador na estrutura do suporte. A
atividade especifica méaxima da lipase de Candida rugosa
imobilizada foi duas vezes superior na esterificagio do
4cido oleico e lauril dlcool em hexano.

Estudos realizados por Soares ef al. (2003)
indicaram uma influéncia bastante satisfatéria do
PEG-1500 sobre as atividades hidrolitica e sintética da
lipase de Candida rugosa imobilizada em silica de
porosidade controlada sinalizada com y-APTS e
ativada com glutaraldeido. A adigio desse aditivo
resultou em uma atividade hidrolitica de 198,5
U mg"' de suporte na hidrélise do azeite de oliva
emulsificado. Para o derivado imobilizado na auséncia
do aditivo, a atividade hidrolitica foi quatro vezes
inferior, da ordem de 57,5 U mg™'. Comportamento
semelhante foi observado na atividade de sintese do
butirato de butila. Com o derivado imobilizado
(controle), obteve-se uma atividade de esterificagio de
161 U mg' de suporte, bastante inferior ao derivado
imobilizado na presenca de PEG que apresentou
atividade sintética de 363 U mg™.

Peroxidase de rabanete (horseradish peroxidase)
foi imobilizada em argila pilarizada com elevada
concentragio de alumina por adsorgio fisica para
obten¢io do complexo enzima-argila no tratamento
de efluentes ricos em compostos fendlicos (Cheng
et al, 2006). A adi¢io de PEG aumentou
significativamente a eficiéncia de remogio de
compostos fendlicos e reduziu a concentragio
necessiria de enzima imobilizada para a remogio
desses compostos, com eficiéncia de  90%.
Empregando sistema imobilizado na auséncia de
PEG, a remogio de compostos fendlicos foi de
apenas  20%. Esse comportamento se deve,
provavelmente, i formagio de um microambiente
no derivado imobilizado mais favorivel ao acesso do
substrato, com conseqiiente aumento da velocidade
de reagio quando comparado com o desempenho da
enzima imobilizada na auséncia de aditivo.

A utilizagio de PEG na estabiliza¢io de enzimas
nio se limita apenas a sistemas imobilizados, mas
também em enzimas livres (Maruyama et al., 2004).
Maruyama et al. (2004) avaliaram a influéncia de
PEG na reacio de alcodlise enzimitica do acetato de
vinila com 2-fenil-1-propanol na presenca de liquido
id6nico [Bmim][PF;] (1-butil-3-metilimidazolium

hexafluorofosfato) empregando lipase microbiana de
Pseudomonas cepacia. A conversio em acetato de 2-
tenil-1-propila foi superior a 50%, apds 6 horas de
reacio a 45°C. Empregando lipase na auséncia do
aditivo, a conversio foi inferior a 5%, nas mesmas
condigdes experimentais. A elevada conversio em
acetato de 2-fenil-1-propila foi creditada a elevada
solubilidade e dispersio do complexo PEG-lipase no
meio reacional.

Estabilidade operacional

O perfil de estabilidade operacional dos
derivados imobilizados em ZrP na auséncia e
presenga de PEG-1.500 foram estimados por meio
de testes de esterificacio em bateladas consecutivas
(24h/37°C) e as concentragdes dos materiais de
partida e produto ao final de cada reciclo sio
apresentados nas Figuras 2A ¢ B.
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Reciclos

Figura 2. Perfil das concentragdes de butanol e dcido butirico na
sintese de butirato de butila catalisada pela lipase imobilizada em
ZrP na auséncia (A) e presenga de PEG-1500 (B), em bateladas
consecutivas (ciclos de 24h/37°C).

Para o controle (Figura 2A), ao final do primeiro
reciclo, a concentracio molar de butirato de butila
no meio reacional foi de 57 mM, o que equivale a
uma conversio molar dos materiais de partida em
produto de aproximadamente 50%. Nas bateladas
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seguintes, a produgdo de éster foi gradativamente
reduzida para valores inferiores a 30 mM, com
conseqiiente reducio da conversio molar dos
reagentes para niveis préximos a 25%.

No caso da lipase imobilizada em ZrP na
presenca de PEG, constatou-se um comportamento
bastante similar; entretanto, a redugio de atividade
ocorreu de forma mais lenta. De maneira geral, a
lipase imobilizada manteve sua atividade original por
120 horas (5 ciclos de 24 horas), sendo constatado,
apés  esse perfodo, uma redugio média na
porcentagem de conversido dos reagentes em 30%.

O sistema imobilizado na presenca do aditivo
PEG-1500 resultou em uma maior atividade de
esterificagio  apds bateladas,
provavelmente devido 3s interagbes entre grupos
hidrofébicos da enzima com o aditivo que
promoveu a formagio de um microambiente mais
favordvel ao acesso dos materiais de partida e
(reacio
inversa). Resultados similares foram descritos por
Noel e Combes (2003), que observaram uma
elevada reducio da solubilidade da lipase de
Rhizomucor miehei em meio tamponado na presencga
de  PEG-1500,
hidrofébicas entre a enzima e o aditivo. Apesar do

consecutivas

reduziu a regeneragio dos reagentes

decorrente  das  interagdes
seu cariter hidrofilico, a presenga do aditivo no

sistema  imobilizado  aumentou o  cariter
hidrofébico do derivado imobilizado, aumentando
o coeficiente de parti¢io dos substratos aos poros
do suporte. Para o derivado imobilizado na
auséncia de PEG, toda a 4dgua produzida na reagio
migrou para o interior do biocatalisador,
deslocando o equilibrio para a reagio inversa.

Para estimativa do tempo de meia-vida (t;,), as
atividades relativas foram graficadas em fungio do
tempo (Figura 3), revelando um tempo de meia-vida
de 112 horas para o derivado imobilizado obtido na
auséncia de PEG-1500, enquanto que o derivado
preparado na presenca desse aditivo revelou um
tempo de meia-vida de 169 horas.

Com os resultados dos testes cataliticos em
batelada

confirmar que a lipase imobilizada obtida na

regime de consecutiva foi  possivel
presenga de PEG-1500, além de apresentar uma
atividade catalitica maior, foi o sistema imobilizado
mais estdvel. Esses resultados indicam que a
estratégia proposta foi eficiente, promovendo um
aumento da ordem de 1,5 vezes no tempo de meia-
vida da preparacio
imobilizada em ZrP.

experimental de lipase
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Figura 3. Estabilidade operacional da lipase imobilizada em ZrP
na auséncia e presenga de PEG-1500 na reagio de esterificagio do
butanol com 4cido butirico em regime de bateladas consecutivas
(24h/37°C).

A utilizacio de PEG-1500 como braco espagador
em meio orginico torna-se, portanto, uma das novas
estratégias para estabilizar o sistema imobilizado em
reacoes de sintese, provavelmente devido ao fato
desse brago espagador minimizar as interagoes
hidrofébicas e atragdes eletrostiticas entre a proteina
e o suporte (Harris, 1992; Soares et al., 2001).

Interagoes entre Polietilenoglicol-Lipase-ZrP

Os resultados experimentais obtidos sugerem que
a presenga do aditivo PEG-1500 modifica as
interagdes entre a lipase ¢ o fosfato de zirconio,
produzindo alteragdes no rendimento da imobilizagio
e na reagio de sintese do butirato de butila. Embora
nio se tenha uma caracterizagio da superficie ativada
do suporte em presenga do PEG ou do conjunto
enzima-PEG que permita identificar a distribuigio
espacial desses componentes, algumas conformagdes
podem ser esperadas nesses sistemas, como: ligagio
direta da enzima ao agente bifuncional (glutaraldeido)
como brago espacador seguida da associagio do PEG,
ou a ligacio do PEG diretamente ao suporte ativado,
tendo parte da enzima oclusa no seu interior (Figura
4). Em ambos os casos, o aditivo recobre o sistema,
conferindo-lhe  maior rendimento tanto na
imobilizagio quanto na rea¢io de formacio de ésteres.

O recobrimento com PEG representa um
compromisso entre as forgas atrativas de ligagio ao
suporte, ¢ as forcas repulsivas devido ao efeito
estérico produzido pela interagdo das cadeias do
polimero em solug¢io. Sabe-se que na sua forma livre
em geral o PEG tende a agregar proteinas em
solugio, o que possivelmente deve promover a
oclusio das enzimas, e a ligagdo da camada protetora
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do polimero ao suporte. De acordo com a literatura,
polietilenoglicol é solavel em dgua, tolueno e muitos
solventes; entretanto insoltvel em hexano, éter e
etilenoglicol ~ (Harris, 1992). No caso do
procedimento de imobilizagdo adotado, as etapas de
lavagem do sistema imobilizado realizadas com
hexano para a retirada de residuos alcancaram o
objetivo desejado sem promover o desligamento da
enzima do suporte devido i prote¢io da cadeia
pendular do aditivo, confirmando assim a
insolubilidade do PEG em hexano. No caso
especifico dessa etapa, o wuso desse aditivo
macromolecular tem mostrado efeitos estabilizantes
na atividade do sistema imobilizado. Por outro lado,
a condi¢io de solubilidade de PEG-1500 em outros
solventes favoreceu a reagio padrio de sintese de
ésteres adotada neste trabalho, na qual o substrato
utilizado teve como base o solvente orginico
heptano. Esse fato pode ter favorecido o aumento do
tempo de meia-vida do sistema imobilizado de 112
para 169 horas quando foi utilizada a estratégia da
adi¢do de PEG para minimizar os efeitos negativos
de resisténcia difusionais.

PEG

PEG

Suporte porte

Figura 4. Esquema que representa as possiveis interages entre o
aditivo (PEG), lipase ¢ o suporte.

Conclusao

As lipases sio enzimas versiteis para diversas
biotransformagdes em meios nio convencionais.
Nessas aplicagdes, as lipases sdo preferivelmente
usadas na sua forma imobilizada. Entre as intimeras
opgdes de suporte, de potencial importincia tem
sido a exploragio de novos materiais inorginicos
como os fosfatos de zirconio, tério e nidbio, que
possuem importantes propriedades de troca i6nica e
apresentam afinidade compativel para serem usados
como matrizes de imobilizacio. De acordo com a
metodologia tradicional, o suporte é funcionalizado
com Y-APTS, seguido da ativagio com glutaraldeido.
Essa etapa geralmente acarreta uma redugio da

atividade original da enzima, sendo normalmente
recomendado 2 adicio de agentes estabilizantes.
Neste trabalho, resultados promissores foram
obtidos quando a enzima lipase de Candida rugosa foi
imobilizada em fosfato de zirconio (ZrP) na
presenga de polietilenoglicol (PEG-1500). Essa
metodologia forneceu derivados imobilizados mais
ativos e estiveis quando comparados com aqueles
obtidos sem adi¢io de PEG-1500. E provavel que o
aumento da atividade da lipase imobilizada em ZrP
na presenga de PEG-1500 seja devido 2 influéncia do
equilibrio entre as superficies hidrofilicas e
hidrofébicas do PEG, enzima e suporte. A
tecnologia de obtengio de fosfato zirconio é simples
e de baixo custo, sendo uma alternativa bastante
atraente sob o ponto de vista técnico-econdmico
para substituir matrizes inorginicas comerciais,
como silica de porosidade controlada.
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