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Artigo

PERFORMANCE OF HYBRID MATRIX SiO,-CHITOSAN TO IMMOBILIZE MICROBIAL LIPASE FROM Candida rugosa.
Lipase from Candida rugosa was immobilized by covalent attachment on hybrid SiO,-chitosan obtained by sol-gel technique. A

comparative study between free and immobilized lipase was provided in terms of pH, temperature, kinetic parameters and thermal
stability on the olive oil hydrolysis. The pH and temperature for maximum activity shifted from 7.0 and 45 °C for the free lipase
to 7.5 and wide range of temperature (40-50 °C) after immobilization. Kinetics parameters were found to obey Michaelis-Menten
equation and K, values indicated that immobilization process reduced the affinity of enzyme-substrate; however K, values revealed

an increase of thermal stability of lipase.
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INTRODUCAO

Os processos que utilizam lipases sdo especialmente atraentes em
fungdo das diferentes aplicacOes desta enzima.!"'* As lipases podem
catalisar rea¢des de hidrélise, esterificagdo e interesterificagdo, com
extrema simplicidade de processo, qualidade superior do produto
final e excelente rendimento.''* Para uma aplicagio eficaz, € reco-
mendado o uso da enzima na sua forma imobilizada. A imobiliza¢ao
da lipase tem um efeito benéfico na sua estabilidade, em fungio das
interagdes fisicas e quimicas entre o suporte e as moléculas da enzima,
auxiliando também na dispersdo homogénea da enzima no meio, o
que € essencial para a condugio de reagdes.®!”

Diferentes materiais naturais, sintéticos organicos, inorganicos e
hibridos com distintas caracteristicas de tamanho, forma e densidade t€ém
sido empregados para a imobiliza¢do de lipases.'*>* Entre esses, matrizes
hibridas de natureza organica e inorganica t€ém apresentado particu-
lar interesse comercial nos ultimos anos, devido as suas diferentes
caracteristicas e aplicacdes.'*!” Diversos compostos organicos tém
sido empregados na sintese destas matrizes, porém os biopolimeros
se mostram promissores devido ao seu baixo custo, baixa toxicidade,
biocompatibilidade e propriedades multifuncionais.'*>* Precursores
silanos, tais como tetraetilortossilicato (TEOS)'“?? e tetrametilortos-
silicato (TMOS),?? tém sido amplamente empregados na sintese
de matrizes hibridas e a biocompatibilidade destes precursores com
diversos polimeros, tais como dlcool polivinilico,'*!” celulose,'®
carragenana' e quitosana,”*? ¢ reportada na literatura.

Quitosana, um biopolimero proveniente da desacetilagdo da
quitina, € o segundo polimero mais abundante na natureza, depois
da celulose.”? E um produto natural, de baixo custo, renovavel e
biodegraddvel, de grande importancia econdmica e ambiental. As
principais fontes de obten¢do deste biopolimero sdo carapagas de
crustdceos, como caranguejo, lagosta, siri, camardo, que sdo residuos
da inddstria pesqueira e a sua utiliza¢do reduz o impacto ambiental
causado pelo acimulo nos locais onde € gerado. Este biopolimero
possui estrutura molecular quimicamente semelhante a celulose,
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diferenciando-se somente nos grupos funcionais.?” Grupos hidroxilas
(OH) estdo presentes na estrutura destes biopolimeros, mas a principal
diferenca entre eles € a presenca de grupos amino (NH,) no carbono
2 da estrutura da quitosana.”>?’

Independe da estratégia utilizada, na prepara¢do de uma matriz
hibrida, o processo sol-gel &, indiscutivelmente, o mais empregado.'***
O processo sol-gel envolve diversas varidveis, como tempo e tempe-
ratura da reacdo, natureza do catalisador, concentra¢do de reagentes,
entre outros.'** Estas varidveis determinam as caracteristicas finais dos
materiais, incluindo a porcentagem de hidrélise e condensagio 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 melhores propriedades, o que possibilita modifi-
cagdes nas propriedades mecanicas, controle de porosidade e ajuste no
balango hidrofilico/hidrofébico.!>1¢

O presente trabalho teve como objetivo testar uma matriz alterna-
tiva para imobilizacdo da lipase de Candida rugosa. A matriz hibrida
Si0,-quitosana foi preparada pela técnica sol-gel, empregando como
precursor silano tetraetilortossilicato (TEOS). Lipase microbiana de
Candida rugosa foi imobilizada nessa matriz por ligagio covalente e
as propriedades bioquimicas (pH e temperatura) foram determinadas
empregando-se a metodologia de planejamento experimental. Este
método tem-se mostrado til no desenvolvimento e otimizagdo de
diversos processos e permite ainda a obtencido de modelos matema-
ticos, que possibilitam o levantamento e a comprovagao de hipéteses
cientificas que buscam explicar relacdes de causa e efeito entre os
resultados experimentais e as varidveis em estudo.'*? Testes adicio-
nais foram ainda efetuados para determinar as propriedades cinéticas
e estabilidade térmica da lipase de Candida rugosa na forma livre
e imobilizada.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Os experimentos foram realizados com lipase microbiana de
Candida rugosa (tipo VII) adquirida da Sigma Chemicals Co (St.
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Louis, MO, EUA), com atividade especifica declarada de 924 U/mg
de proteina (biureto). Os materiais e reagentes utilizados foram azeite
de oliva virgem de baixa acidez (marca Carbonell, adquirido em mer-
cado local); goma ardbica em po, pura (Synth); tetraetilortossilicato
(TEOS) e quitosana em flocos adquiridos da Sigma Chemicals Co.
(St. Louis-EUA); polietilenoglicol (PEG 1500, Synth); epicloridrina
(Sigma Chemicals Co.). Todos os outros reagentes empregados foram
de grau analitico.

Preparacio do suporte SiO,-quitosana

O suporte hibrido SiO,-quitosana foi preparado conforme meto-
dologia adaptada de Paula et al.,'* pela mistura de 5 mL tetraetilortos-
silicato (TEOS), 5 mL de etanol, 6 mL de solucdo alcodlica contendo
quitosana 2% (m/v) e 0,1 mL de 4cido cloridrico concentrado. Essa
mistura foi aquecida e mantida sob agitacdo magnética em banho a 60
°C durante 40 min. Em seguida, a mistura foi transferida para um molde
desilicone (21,5 x 21,5 cm) e levado a secagem a temperatura ambiente
até completa solidificagdo do material sol-gel. O suporte foi entdo
triturado até que o material passasse completamente por uma peneira
padrdo série Tyler de 42 mesh, sendo utilizada a fracdo que ficou retida
em peneira de 60 mesh. Em seguida, o suporte foi ativado com solugao
de epicloridrina 2,5% (v/v) em tampao fosfato de sédio (100 mM e
pH 7.0) na propor¢ao massa de suporte:volume de solucdo de 1:10 e a
mistura foi mantida sob agitagdo por 1 h a temperatura ambiente.!! O
suporte ativado foi lavado exaustivamente com dgua destilada e solu¢ao
tampdo e, em seguida, levado a estufa (60 °C) por 24 h.

Imobilizacao da enzima

O suporte ativado foi embebido em hexano (1:10) e mantido sob
agitacdo branda durante 2 h a temperatura ambiente. Em seguida,
retirou-se o excesso de hexano e adicionou-se a lipase numa razao
mdssica enzima:suporte de 1:4. Polietilenoglicol (PEG-1500) foi
adicionado como estabilizante da enzima, na propor¢ao de 100 pL/g
de suporte. O sistema foi mantido sob refrigeracdo a 7 °C por 12 h.
Ao final, o sistema imobilizado foi filtrado a vacuo e armazenado
sob refrigeragdo a 7 °C.

Determinacio da atividade hidrolitica e recuperacio da
atividade no suporte

A atividade hidrolitica da enzima livre e do sistema imobilizado
foi determinada pelo método de hidrdlise do azeite de oliva, con-
forme metodologia adaptada de Soares et al..*® Os dcidos graxos
liberados foram titulados com solu¢do de KOH 20 mM, utilizando
fenolftaleina como indicador. Uma unidade de atividade foi definida
como a quantidade de enzima que libera em 1 pmol de 4cido graxo
por minuto de reagdo, nas condi¢des do ensaio. Os resultados de ati-
vidade hidrolitica foram expressos em unidades por grama de sélido
(enzima livre ou sistema imobilizado). A atividade recuperada (n%)
foi calculada pela Equagdo 1:

N (%) = Ug x100 )
U,

0

em que: U, = unidades de atividade oferecidas na imobilizagdo; Ug=
unidades de atividade enzimadtica no sistema imobilizado.

Delineamento experimental

A influéncia do pH e da temperatura na atividade hidrolitica da
lipase livre e imobilizada foi avaliada segundo um planejamento
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experimental 22 estrela rotacional com quatro pontos axiais e quatro
replicatas no ponto central. Os niveis reais e codificados das varidveis
em estudo estéo apresentados na Tabela 1. Os resultados obtidos foram
analisados com auxilio dos Programas Statistica versdo 5 (StatSoft
Inc., USA) e Design-Expert 7.0 (Stat-Ease Corporation, USA).

Tabela 1. Niveis reais e codificados para as varidveis pH e temperatura,
avaliados segundo planejamento experimental estrela rotacional

Varidveis Niveis

Reais Codificadas  -o -1 0 1 +o
pH X, 5,6 6,0 7,0 8,0 8,4
Temperatura (°C) X, 36 40 50 60 64

Determinacao dos parametros cinéticos

As velocidades iniciais das reagdes de hidrélise foram determi-
nadas empregando substratos contendo proporcdes entre 10 a 50%
(m/v) de azeite de oliva em soluc@o aquosa de goma ardbica (7% m/v),
correspondendo a concentracdes em dcidos graxos variando entre
372 a 1860 mM, estimadas de acordo com a metodologia descrita
por Soares et al..*® As constantes cinéticas K,, eV _foram estimadas
pelo Programa Enzyme Fitter (Leatherbarrow, R. J., 1987, Elsevier,
Biosoft, Amsterdam, The Netherlands).

Estabilidade térmica

Lipases livre e imobilizada foram incubadas a 50 °C em tampao
fosfato (100 mM, pH 7,0). Em intervalos pré-determinados, as amos-
tras foram retiradas e determinadas as atividades hidroliticas residuais
na hidrélise da emulsio do azeite de oliva.*® Os tempos de meia-vida
foram calculados pelo método de ajuste exponencial.’!

RESULTADOS E DISCUSSAO
Imobilizacdo da lipase no suporte hibrido

Adotando-se o procedimento de imobilizagdo descrito na parte
experimental e partindo de um carregamento de 0,25 g de lipase/g de
suporte, foram obtidos derivados com atividade hidrolitica de 668 U/g
de suporte, correspondendo a 40,7% de atividade recuperada. Esse
valor € similar aos descritos na literatura para suportes epoxi com
propriedades hibridas como, por exemplo, silica-dlcool polivinilico
(SiO,-PVA) ativados com epicloridrina.'*

Propriedades bioquimicas da LCR livre e imobilizada em SiO,-
quitosana

Os resultados obtidos no planejamento estrela rotacional para
avaliagdo do efeito das varidveis pH e temperatura na atividade hi-
drolitica da LCR livre e imobilizada estdo ilustrados na Tabela 2. As
estimativas dos efeitos, erros-padrao e do valor de p para as respostas
analisadas sdo apresentadas na Tabela 3.

Para a lipase livre, os valores de atividade hidrolitica variaram
entre 4956 a 12296 U/g e os valores mais elevados foram obtidos
no ponto central (pH = 7,0 e 50 °C). Verifica-se que para a varidvel
temperatura (X,) tanto seu termo linear, como quadrdtico, apresen-
taram influéncia significativa ao nivel de 95% de confianga. No en-
tanto, para a variavel pH apenas o termo quadratico foi significativo
estatisticamente. O termo pH linear, bem como a interac¢do entre pH
e temperatura ndo foram estatisticamente significativas (p > 0,1).

Os valores de atividade hidrolitica, para a lipase imobilizada,
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Tabela 2. Matriz e resultados do planejamento estrela rotacional

Ensaios Varidveis Varidveis Atividade hidrolitica
codificadas reais (U/g)
X, X, pH Temperatura LCR LCR
°C) livre  imobilizada

1 -1 -1 6,0 40 8953 387

2 1 -1 8,0 40 10463 891

3 -1 1 6,0 60 6994 391

4 1 1 8,0 60 4304 430

5 0 0 7,0 50 12296 700

6 -1,414 0 5,6 50 7747 433

7 1,414 0 8,4 50 5625 729

8 0 -1,414 7,0 36 9169 668

9 0 1,414 7,0 64 5918 307

10 0 0 7,0 50 12482 859

11 0 0 7,0 50 11190 870

12 0 0 7,0 50 10652 784

Tabela 3. Estimativas dos efeitos das varidveis, erros padrdo e valores de p
para o planejamento estrela rotacional

LCR livre LCR imobilizada
Efeitos  Erro )4 Efeitos  Erro )4
padrao padrdo
Média 116545 +£599 0,000 803  £29,57 0,0000
x, (Linear) - - - 240  +41,82 0,0010
X, (Quadratico ) -4688  £948 0,0113  -227 +46,76 0,0028
x, (Linear) -3179  £948  0,0564  -241 £41,82 0,0011
X, (Quadrdtico ) -3830  +£948 0,037 -321  £46,76 0,0004
X,.X, - - - -233  £59,13 0,0076

“significativo ao nivel de 95%

variaram entre 307 a 891 U/g. As atividades mais elevadas também
foram obtidas em pH 7,0 e temperatura entre 40-50 °C. Verificou-se
ainda que os termos linear e quadrético das varidveis pH e temperatu-
ra, bem como a interagdo entre essas variaveis apresentaram influéncia
significativa ao nivel de 95% de confianga.

A partir dos resultados dispostos na Tabela 3, foi possivel compor
os modelos estatisticos incluindo os coeficientes correspondentes
aos efeitos significativos, conforme apresentados nas Equagdes 2 e
3. Os coeficientes relativos aos efeitos ndo significativos (pH linear
e interagdo pH e temperatura) foram excluidos do modelo.

A, (Ulg) = 11655 - 2344x>- 1590x,- 1915x,> R2=0.8575  (2)

A, (Ulg) = 803 + 120x, - 114x,2- 121x,- 160x%,- 116x,x,
R?=0,9594 3)

emque: A, € aatividade da lipase LCR livre (U/g); A, é a atividade da
lipase LCR imobilizada em SiO,-PVA (U/g); x, € o valor codificado
da varidvel pH e x, € o valor codificado da varidvel temperatura.

O teste de significancia para os modelos estatisticos compostos
(Tabela 4) indicou significancia ao nivel de 99% de confianca, ndo
sendo constatada falta de ajuste para ambos os modelos (nivel de
confianca de 95%). Verifica-se ainda pelos valores de R? que as equa-
¢des ajustadas foram capazes de explicar a variabilidade dos valores
experimentais entre 85,75 2 95,94%. Desta forma, considerou-se que
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os modelos estatisticos obtidos foram adequados para descricdo da
atividade hidrolitica em funcéo do pH e temperatura, obtendo-se as
superficies de resposta apresentadas nas Figuras 1 e 2.

Tabela 4. Analise de varidncia para o ajuste do modelo proposto que representa
a atividade hidrolitica da lipase livre e imobilizada

Lipase Fontede  Soma  Grausde Média F p
variagdo quadratica liberdade quadritica
Livre Modelo  6930. 10* 3 2310.10* 16,05 0,001
Residuo  1151.10* 8 1439.10°
Faltade 9194.10° 5 1839.10° 2,38 0,2531
ajuste
Erro puro 2317.10° 3 7723.10%
Cor total  8081.10* 11
Imobilizada  Modelo  4952.10* 5 99047 28,21 0,0004
Residuo 21068 6 3511
Falta de 2473 3 824 0,13 0,9342
ajuste
Erro puro 18595 3 6198

Cor total  5163.107 11

A superficie de resposta referente a lipase LCR livre (Figura 1)
apresentou um “topo”, ou seja, um valor de pH (7,0) e de temperatura
(45 °C) para os quais a atividade hidrolitica foi mdxima. Esse ponto
mdximo foi préximo ao relatado por diversos autores para LCR,
porém com uma temperatura 6tima superior as citadas por estes
autores.>3%3! A existéncia de ponto de maximo de atividade de uma
enzima livre em fun¢@o do pH e da temperatura € comum, sendo que
a determinacdo dos valores 6timos normalmente € feita por metodolo-
gias de andlise tradicionais, ou seja, univariadas.'> Neste caso, o uso
de planejamento experimental pode ser vantajoso,'* resultando na
reducdo do niimero de experimentos necessdrios para a otimiza¢ao
e verificac¢ao da possibilidade de interagdo entre pH e temperatura.
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Figura 1. Superficie de resposta de acordo com o modelo predito para a
atividade hidrolitica da LCR livre em fun¢do de pH e temperatura

A superficie tragada para a lipase imobilizada apresentou “forma
de sela”, como mostrado na Figura 2. Este tipo de superficie € mais
complexa e apresenta valores maximos e minimos para vdrias com-
binacdes das varidveis independentes. A superficie correspondente
a LCR imobilizada ilustra a contribuicdo do efeito quadratico da
temperatura e da interacdo entre as variaveis estudadas.

Normalmente, quando enzimas sdo imobilizadas em suportes
solidos, hd deslocamento da temperatura 6tima para valores mais
elevados, uma vez que ocorrem interacdes entre a enzima e o supor-
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Figura 2. Superficie de resposta de acordo com o modelo predito para a
atividade hidrolitica da LCR imobilizada em SiO,-quitosana em fungdo de
PpH e temperatura

te, as quais frequentemente resultam em uma estrutura mais rigida
da molécula proteica, conferindo a conformacdo globular ativa do
biocatalisador maior estabilidade frente a temperatura.'' Este des-
locamento da temperatura 6tima para valores mais elevados pode
ser observado na Figura 2, especialmente para valores de pH mais
alcalinos. Neste caso, fica bem evidenciado o efeito de interacdo entre
o pH e a temperatura, que forneceu regides de elevada atividade em
pH superior a 7,5 para uma ampla faixa da temperatura (40 a 50 °C).

Parametros cinéticos da LCR livre e imobilizada em
SiO,-quitosana

Os perfis das curvas de velocidade de reacdo das preparagdes de
lipase livre e imobilizada em func@o da concentracéo de dcido graxo sdo
apresentados na Figura 3. Verifica-se que o aumento na concentragio do
substrato de 372 para 1116 mM resultou em um incremento significativo
nas velocidades de rea¢do de ambas as preparacoes de lipase ensaiadas.
Para concentracdes de substrato superiores a 1488 mM, a atividade enzi-
matica da lipase tornou-se essencialmente independente da concentragio
do substrato, seguindo uma cinética do tipo Michaelis-Menten.
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fg 10000 9y, ~12050 uMig.min 1 =
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= 8000 ] S"’
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@ | —{ 800 3
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o
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Figura 3. Influéncia da concentrag¢do do substrato na velocidade de reagdo
da lipase de Candida rugosa. As velocidades de reagdo plotadas no eixo
esquerdo sdo referentes a lipase livre (O) e as do eixo direito referentes a
lipase imobilizada em SiO ,-quitosana (®)

Os valores de K, eV aparentes foram calculados com o auxilio
do programa Enzyme Fitter, sendo obtidos os valores de V,__ iguais

max
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a 12050 umol/g min (LCR livre) e 1409 pmol/g min (LCR imobili-
zada). Os valores de K, determinados foram 534 mM (LCR livre) e
851 mM (LCR imobilizada), indicando uma mudanga da afinidade
da lipase pelo substrato, na forma imobilizada.

Esse comportamento € geralmente observado para enzimas
imobilizadas em funcdo dos efeitos de intera¢do enzima e suporte
e dependem do processo de imobilizacdo. Segundo Georgio e Hub-
bell,*? trés formas de interagdo podem ser distinguidas: a ligagdo
da proteina na matriz pode resultar em mudangas conformacionais
que afetam a fun¢do catalitica; o acesso do substrato ao sitio ativo
da enzima pode ser afetado por impedimento estérico do suporte
e, as propriedades do suporte, como sua natureza hidrofilica ou
hidrofébica, ou a presenca de cargas fixas que afetam o modo de
acdo da enzima.

Estabilidade térmica da LCR livre e imobilizada em SiO,-
quitosana

Experimentos foram ainda efetuados para se estimar a constante
de inativagdo térmica (K,) e o tempo de meia-vida da LCR livre e
imobilizada em SiO,-quitosana incubadas a 50 °C, como ilustrado
na Figura 4. Verifica-se pelo perfil das curvas que a lipase na forma
soldvel foi totalmente inativada apds 120 min de incubag@o, enquan-
to a lipase na forma imobilizada ainda manteve 40% da atividade
original nesse mesmo periodo de tempo. Esses dados indicam que
o procedimento de imobiliza¢do atuou no sentido de aumentar a
estabilidade térmica da LCR.
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Figura 4. Atividade residual da LCR livre (O) e imobilizada em SiO,-
quitosana (®) em fungdo do tempo de exposi¢cdo sob a temperatura de 50 °C

A partir desses resultados, calcularam-se a constante de inativagdo
térmica (K,) e o tempo de meia-vida (t,,). O tempo de meia-vida &
definido como o tempo necessdrio para que ocorra uma reducio de
50% da atividade inicial da enzima (Tabela 5).

Tabela 5. Constantes de inativagio térmica (K,) da lipase livre e imobilizada
e seus respectivos tempos de meia-vida (t,,,)

Lipase K, (") t,, (h)
Livre 3,65 0,19
Imobilizada 0,43 1,63

Esses pardmetros confirmam a influéncia positiva do método de
imobilizacdo na estabilidade térmica da lipase, revelando um tempo
de meia-vida de 0,19 e 1,63 h, respectivamente, para lipase livre e
imobilizada em SiO,-quitosana (Tabela 5). Esse valor corresponde
a um aumento da estabilidade térmica de aproximadamente 9 vezes
da lipase imobilizada em SiO,-quitosana.
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Tabela 6. Propriedades cataliticas da lipase microbiana de Candida rugosa imobilizada em diferentes suportes contendo silica ou quitosana na sua composicao

Caracteristica Si0,-PVA Silica de porosidade controlada Quitosana SiO,-quitosana
Método de imobilizacdo Ligacdo covalente Ligac@o covalente Adsorcio Ligacdo covalente
Agente de ativacio do suporte Glutaraldeido Glutaraldeido Ausente Epicloridrina
Atividade recuperada (%) 82° 182 172 402

pH 6timo 8,0 75 6,0 8,4
Temperatura 6tima (°C) 55 50 45 40-50
Estabilidade térmica 50 °C (t,,, h) 0,64 3,0 1,0 1,63
Referéncia 15 30 31 Este trabalho

“hidrélise do azeite de oliva emulsificado; "hidrdlise do palmitato de p-nitrofenila.

Comparacao das propriedades cataliticas da lipase de Candida
rugosa imobilizada em diferentes suportes

A imobiliza¢@o da enzima lipase em suportes organicos e inor-
ganicos, particularmente de Candida rugosa, tem sido amplamente
descrita na literatura.®'>3%3! Para uma melhor avaliacdo das proprie-
dades obtidas pela amostra de lipase imobilizada em SiO,-quitosana,
na Tabela 6 sdo apresentados dados comparativos para diferentes
derivados imobilizados de Candida rugosa. Para este propdsito,
foram selecionados suportes que apresentam propriedades similares
ao suporte testado neste trabalho como, por exemplo, quitosana e
silica, que sdo os componentes do suporte hibrido SiO,-quitosana.
Além disso, o suporte hibrido SiO,-PVA foi também utilizado como
parametro de comparagio, por diferir do suporte testado neste tra-
balho apenas pelo componente organico, dlcool polivinilico (PVA)
ao invés de quitosana.

Em termos de atividade recuperada, a matriz testada neste traba-
lho apresenta potencial superior as matrizes organicas e inorganicas,
como quitosana e silica de porosidade controlada (SPC). Entretanto,
a atividade recuperada do derivado preparado por imobiliza¢do em
Si0,-PVA (82%) foi superior a obtida no suporte SiO,-quitosana
(40%), possivelmente devido a diferente morfologia e natureza qui-
mica entre os suportes hibridos.

Com excecdo da lipase imobilizada em quitosana pura, todos
os derivados preparados apresentaram deslocamentos para valo-
res de pH mais alcalinos. Esse comportamento esta relacionado
com possiveis mudangas conformacionais e alteracdes do estado
de ionizacdo e dissociagdo da enzima em seu macroambiente.
Normalmente, mediante imobilizagdo, o pH 6timo das reagdes
catalisadas pelas lipases muda parcialmente para pH mais alcalino,
tendo em vista que o ataque nucleofilico da serina € auxiliado
pelo comportamento bdsico da histidina. Este comportamento €
devido a abertura parcial da hélice (tampa) mediante imobiliza¢ao,
expondo a histidina no centro ativo mais diretamente aos prétons
da solucdo e, portanto, somente as condi¢des fracamente dcidas
levam forca ndo protonada do anel imidazdlio necessdrio para este
comportamento bdsico.>*!!

Observa-se ainda que a lipase imobilizada em suporte hibrido
Si0,-PVA foi o sistema que apresentou maxima atividade hidrolitica
acima de 50 °C, o que € muito favoravel, pois temperaturas mais
elevadas favorecem a cinética da reacdo. Entretanto, a estabilidade
térmica mais elevada foi constatada para a lipase imobilizada em
silica de porosidade controlada (t,,, = 3,00 h) e a menor para o
derivado imobilizado em SiO,-PVA. Entre os suportes organicos e
hibridos, a estabilidade térmica mais elevada foi constatada para o
derivado imobilizado em SiO,-quitosana (t,,, = 1,63 h). Este derivado
foi 3 vezes mais estdvel que o derivado imobilizado em SiO,-PVA.
A boa congruéncia geométrica da matriz hibrida SiO,-quitosana,
relacionada com o melhor alinhamento entre a enzima e o suporte,

melhorou a estabilidade térmica do biocatalisador em relac@o ao de-
rivado preparado com SiO,-PVA. A reatividade de suportes ativados
com glutaraldeido € relativamente superior aos suportes ativados
via epoxi, o que pode acarretar em uma md orienta¢do da enzima
durante a imobilizacdo (imobilizacio randémica) por distor¢do da
estrutura ativa da enzima.*

CONCLUSOES

Lipase microbiana de Candida rugosa foi imobilizada em
particulas de SiO,-quitosana previamente ativadas por epicloridri-
na. Os resultados obtidos revelaram um bom desempenho desse
suporte, fornecendo derivado imobilizado com caracteristicas
bioquimicas e cinéticas adequadas para emprego na hidrdlise de
6leos vegetais. As propriedades bioquimicas foram analisadas
por meio de um planejamento fatorial e os resultados obtidos
revelaram que a atividade da lipase livre foi otimizada para pH =
7,0 e temperatura = 45 °C. Para a lipase imobilizada, o valor de
atividade 6tima foi obtido para valores de pH superiores a 7,5 para
uma ampla faixa de temperatura (40-50 °C). O comportamento
cinético da enzima livre e imobilizada foi explicado pela Equacao
de Michaelis-Menten e os valores de K, encontrados mostram uma
mudanga da afinidade da lipase pelo substrato apds o processo de
imobilizacdo. A estabilidade térmica apresentou um aumento de
aproximadamente 9 vezes da lipase imobilizada em SiO,-quitosana
em relagdo a enzima livre.
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