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RESUMO — No presente trabalho foi estudado a influéncia da adi¢c@o de diferentes
liquidos 16nicos (LIs) no processo de imobilizacdo da lipase Cdndida rugosa
(LCR) em poli (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) por adsorcao fisica.
Foram testados dois LIs hidrofobicos e trés Lls hidrofilicos como aditivos. Foram
determinados a recuperacao total da atividade dos derivados imobilizados e
realizada a caracterizacdo bioquimica do biocatalisador mais eficiente. Os
resultados da recuperacdo total da actividade para os biocatalisadores
imobilizados com a adig¢do de LIs, foram superiores (68% e 78%) apenas para os
biocatalisadores com LI hidrofobico, enquanto que para os biocatalisadores com
LIs hidrofilicos os valores foram similares a da enzima imobilizada na auséncia de
liquido i6nico. Apds a selecgdao do derivado imobilizado com maior rendimento
de 1imobilizagdo foi realizada a caracterizacdo bioquimica, resultando
principalmente em um consideravel melhoramento da estabilidade operacional em
comparac¢ao com o biocatalisador imobilizado na auséncia de liquido i6nico.

1. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios nas ultimas décadas ¢ o uso de conceitos relativos a
estabilidade do biocatalisador imobilizado, como por exemplo o uso de aditivos na
imobilizacao e/ou mudanca dos processos para a obtencdo do biocatalisador imobilizado. De
acordo com a literatura, o uso de aditivos no processo de imobilizacdo influéncia
positivamente no aumento da atividade e da estabilidade de enzimas (Zarcula et al., 2010).
Dentre os principais aditivos utilizados na imobilizacdo de enzimas, destacam-se a caseina,
gelatina, albumina de ovo ou bovina, alcool polivinilico, polietilenoglicol e, recentemente, o
uso de liquidos i6nicos (LIs). Os LlIs sdo utilizados em diferentes técnicas de imobilizagdo de
enzimas com o intuito de contribuir positivamente na estabilidade operacional destes
biocatalisadores imobilizados (Zarcula et al., 2010; Souza et al., 2013). Portanto, o objetivo
do presente trabalho ¢ avaliar a influéncia do carater hidrofébico ou hidrofilico de liquidos
16nicos na lipase Cdandida rugosa imobilizada por adsor¢do fisica em bio-polimero poli (3-
hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) PHBV.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Determinacio da Atividade Hidrolitica

A atividade hidrolitica da LCR na forma livre e imobilizada foi determinada pelo
método de hidrélise do azeite de oliva de acordo com o procedimento descrito por Soares et
al. (1999), com modificagoes.
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2.2. Imobiliza¢do da Enzima em PHBYV na presenca de LIs

A enzima lipase Candida rugosa (LCR) foi imobilizada por adsorcdo fisica de acordo a
metodologia descrita por Cabrera-Padilla et al. (2012) com modificagdo, que consistiu na
adi¢cdo de 1% (v/v) de liquido i6nico. Foram utilizados os seguintes liquidos idnicos:
bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-Etil-3-metilimidazdlio (Comin[TF,N]));
bis(trifluorometilsulfonil)imida de 1-butil-3- metilimidazolio (C4min[TF,N]); Diacimida de 1-
butil-3- metilimidazélio  (C4smin[N(CN),]);  Cloreto de 1- butil-3- metilimidazolio
(C4min[Cl]); Cloreto de 1- butil-3- metilpiridinio (C4Pyr[Cl]).

2.3. Caracterizacio Bioquimica do Biocatalisador Imobilizado

O biocatalisador imobilizado utilizando LIs como aditivos que obteve o melhor
rendimento de imobilizagao foi caracterizado com respeito a:

Atividade em fun¢do do pH e da temperatura: Foi estudada utilizando-se azeite de oliva
como substrato na faixa de pH entre 5,0 a 9,0. A influéncia da temperatura na atividade da
LCR imobilizada foi determinada em pH 7,0 nas temperaturas de 30 a 70°C.

Estabilidade térmica: Foi determinado por meio da incubagdo do biocatalisador (0,1 g
massa seca) a 37 e 60°C em meio-aquoso (tampao fosfato 0,1M, pH 7,0) por 4 horas. Em
tempos pré-estabelecidos, foram retiradas aliquotas e imediatamente resfriadas. Em seguida, a
atividade hidrolitica residual foi determinada a 37°C (10 min), como descrito anteriormente.

Estabilidade operacional em meio aquoso: Foi determinada em reacdes de hidrélise em
bateladas consecutivas com reutilizacdo do sistema imobilizado. Neste estudo empregou-se,
em todas as bateladas, a mesma massa de biocatalisador imobilizado (0,1 g). Foram realizadas
bateladas de 10 min a 37°C e pH 7,0. A cada batelada o biocatalisador foi lavado com o
hexano para remoc¢ao dos reagentes e produtos eventualmente retidos no suporte. Apos 30
minutos, tempo necessario para a evaporagao do solvente, o biocatalisador era reutilizada em
outra reagdo com um novo substrato.

3. RESULTADOS

3.1. Atividade Enzimatica dos Biocatalisadores Imobilizados com LlIs.

As maiores recuperagdes de atividade foram observadas para o biocatalisador
imobilizado na presenca de C4ymin[TF,N] que foi obtido 78% e com o LI C,min[TF,N] que
foi obtido 68%. E os demais liquidos i6nicos utilizados no processo de imobilizagdo
apresentaram recuperagdes de atividade similares ao biocatalisador imobilizado na auséncia
de liquido i6nico (Figura 1). Os resultados positivos dos biocatalisadores (Comin[TF,;N] e
C4min[TF, N]) foram atribuidos a anion hidrofébico Ntf,” do liquido i6nico que abriu os sitios
ativos e promoveu a atividade da LCR segundo descrito por Hara et al. (2009).
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Figura 1 - Recuperacio das atividades (%) para os biocatalisadores imobilizados sem e com Lis.
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3.2. Efeito do pH e da Temperatura

Apoés a determinacdo do biocatalisador imobilizado na presenca de Csmin[TF,N]
como o mais eficiente, foi verificado o efeito do pH e da temperatura para este derivado
imobilizado, Na Figura 2 pode-se observar o pH o6timo entre 7,0 - 7,5 para a enzima livre
(LCR), o biocatalisador imobilizado na presenca de Csmin[TF,N] (BI com LI) e do
biocatalisador imobilizado na auséncia do LI (BI sem LI). E ainda deve-se salientar um perfil
com maior estabilidade ao pH para os biocatalisadores imobilizados na auséncia e na presenca
de LI comparado com a enzima livre.

O efeito da temperatura sobre a atividade da enzima livre (LCR) e dos biocatalisadores
imobilizados na presenca ou auséncia de Csmin[TF,N] sdao mostrados na Figura 3. A
temperatura 6tima foi de 37°C para as enzimas livre e imobilizadas. Pode-se observar perfis
semelhantes para ambos os biocatalisadores imobilizados (BI sem LI e BI com LI), no entanto
BI com LI apresentou uma maior resisténcia ao aumento da temperatura na faixa estudada.
Este perfil de resisténcia ao aumento da temperatura pode ser atribuido a ligacdo de
hidrogénio e a interagdo eletrostatica entre liquido i0nico e enzima que gerou uma elevada
barreira cinética para o desdobramento da enzima, deste modo, a estrutura rigida da enzima
foi protegido de ser destruida (Zou et al., 2010).
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Figura 2 - Efeito do pH na atividade relativa Figura 3 - Efeito da temperatura na atividade
da LCR livre e dos biocatalisadores relativa da LCR livre e dos biocatalisadores
imobilizados (BI sem LI) (BI Com LI). imobilizados (BI sem LI) (BI Com LI).

3.3. Estabilidade térmica e operacional

A estabilidade térmica do biocatalisador imobilizado na presenga (BI com LI) e
auséncia (BI sem LI) foi determinada para as temperaturas de 37°C e 60°C (Figura 4). Na
temperatura de 37°C ambos os biocatalisadores imobilizados apresentaram um
comportamento semelhante, enquanto que a 60°C observou-se uma melhor estabilidade
térmica para o Bl com LI em comparagdo com o BI sem LI até 240 min. Portanto, pode-se
afirmar o efeito positivo do uso de LI na imobilizacao por adsorcdo fisica da LCR referente a
resisténcia a estabilidade térmica. Além da prote¢do devido a ligacdo de hidrogénio e a
interacdo eletrostatica entre liquido i6nico e enzima relatado por Zou et al. (2010), deve-se
considerar a estabilidade térmica do BI com LI devido ao carater hidrofébico C4min[TF, N]
que possibilita a formacdo de uma camada de hidratagdo ao redor da enzima favorecendo a
atividade lipolitica e induzindo a agua para mais préximo da enzima (Souza et al., 2013).

Figura 5 mostra a variacdo da atividade relativa do biocatalisador imobilizado na
presenca de liquido i6nico (BI com LI) apds a reutilizagdo. Observou-se que para o BI com LI
apos 33 ciclos de reutilizagdo a atividade permaneceu maior que 50% da atividade inicial,
cujos resultados sdo superiores aos 12 ciclos obtidos para LCR imobilizada em PHBV na
auséncia de liquido i6nico (Cabrera-Padilla ef al., 2012). Este resultado mostra que
possivelmente a estrutura dos poros e as propriedades superficiais do suporte mudaram devido
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a adicao de LI, resultando no aumento da estabilidade operacional dos derivados imobilizados
(Hara et al., 2009).
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Figura 4 - Estabilidade térmica para os Figura 5 - Variacdo na atividade relativa, com
biocatalisadores imobilizados (BI sem LI) e o uso repetido do biocatalisador imobilizado
(BI com LI). (BI com LI).

4. CONCLUSAO

Neste estudo foi realizada a imobilizacdo da lipase Candida rugosa com adi¢cdo de
liquido i6nico. Os melhores resultados foram obtidos para os LIs hidrofobicos (C,min[TF,N]
e Cymin[TF,N]) com uma recuperacao total da atividade de 68% e 78%, respectivamente.
Além disso, o BI com LI (C4min[TF,N]) apresentou uma consideravel melhora na capacidade
de reutilizacdo comparado com o Bl sem LI.
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