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RESUMO – O principal objetivo da imobilização de enzimas é obter um 
biocatalisador com atividade e estabilidade que não sejam afetadas ao final de um 
processo, em comparação a sua forma livre, além de facilitar sua reutilização e 
consequentemente trona-se um processo viável. Dentre as diferentes formas de 
imobilização, a técnica sol-gel destaca-se devido a possibilidade de imobilização 
in situ, controle da temperatura e pH na polimerização do suporte, além de 
permitir o uso de aditivos que atuam na proteção da enzima, aumentando a 
atividade e a estabilidade. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi 
imobilizar a lipase comercial de Candida antarctica (Cal B) pela técnica sol-gel e 
utilizar liquido iônico como aditivo para a obtenção de uma melhor atividade de 
esterificação na síntese do oleato de etila. Utilizou-se diferentes concentrações do 
líquido iônico (LI) brometo de 1-octil- 3metil imidazólio e avaliou-se o 
comportamento da atividade de esterificação. As maiores atividades de 
esterificação foram nas menores concentrações de líquido iônico, e a maior foi em 
1%, na qual apresentou atividade de 520 U e rendimento de 620%.

1. INTRODUÇÃO 

Melhorar a qualidade de vida é um dos princípios da sustentabilidade, contudo, o maior 
desafio dá-se na continuidade dos avanços em pesquisas, diminuindo principalmente os danos 
ao meio ambiente. A aplicação de enzimas como catalisadores exemplifica muito bem os 
avanços na área, que apesar das limitações na aplicação industrial, vem sendo cada vez mais 
estimulada, pois as vantagens do ponto de vista ambiental são bem maiores do que a 
dificuldade encontrada na biotransformação utilizando enzimas livres ou imobilizadas para 
catalisar as diversas reações de interesse industrial (Souza et al., 2013).

As lipases destacam-se entre as principais enzimas usadas em biocatálise, pois 
apresentam capacidade de catalisar reações tanto em meio aquoso como em meio orgânico, 
onde o teor de água é limitado. Além disso, o elevado potencial de aplicação das lipases é 
justificado pela sua capacidade de utilização de uma ampla gama de substratos, sua 
estabilidade frente à temperatura, pH e solventes orgânicos e sua quimio-regio e 
enantiosseletividade. O potencial de aplicações industriais das lipases abrange, além da 
indústria de alimentos, como aditivos (modificação de aromas), a química fina (síntese de 



ésteres), detergentes (hidrólise de gorduras), tratamento de efluentes (decomposição e 
remoção de substâncias oleosas), couro (remoção de lipídios das peles dos animais), 
farmacêutica e a área médica (remédios, digestivos e enzimas para diagnósticos) (Kapoor et 
al., 2012).

A imobilização de enzimas em suportes sólidos tem sido amplamente empregada para 
proteger e obter estabilidade da amostra enzimática durante o processo catalisado pela mesma. 
A imobilização tem como principal característica o uso de alguma estrutura física de 
confinamento, forçando a enzima a permanecer em uma região particular de um biorreator e 
apresentando vantagens como a possibilidade de uso em processos contínuos, o aumento da 
estabilidade da enzima, redução do volume de reação, a regeneração e o reaproveitamento da 
enzima, e, consequentemente, a redução dos custos (Souza, 2012).

Diferentes técnicas de imobilização são utilizadas para conservar a natureza catalítica 
do biocatalisador, dentre elas, destaca-se o método sol-gel baseado em métodos químicos e 
físicos, que consiste em proteger às biomoléculas em um volume definido e criar um único 
compartimento, representando um microambiente separado do ambiente externo (Kato et al., 
2011). A imobilização da enzima no interior das matrizes produzidas pelo processo sol-gel é 
uma técnica vantajosa, pois reserva a atividade enzimática e evita a sua lixiviação (Alfaya,et 
al, 2002).

O uso de aditivos no processo de imobilização sol-gel é relatado na literatura como 
agentes que influenciam positivamente o aumento da atividade e da estabilidade de enzimas 
imobilizadas (Hara et al., 2010). Essa influência está diretamente associada à proteção da 
enzima contra a inativação durante a etapa de encapsulamento, à retenção da camada de água 
ao redor do biocatalisador e aos efeitos dispersantes das moléculas da enzima. Dentre os 
principais aditivos utilizados na imobilização de enzimas, destacam-se a caseína, gelatina, 
albumina, álcool polivinílico, polietilenoglicol e, recentemente, o uso de líquidos iônicos, que 
são sais fundidos a baixas temperaturas, e que, apesar de serem documentados principalmente 
para substituir solventes orgânicos voláteis, apresentam enorme potencial em aplicações 
podendo como aditivos durante o processo de encapsulamento sol-gel de enzimas (Souza 
2012; Souza et al., 2013).

Quando relaciona-se à utilização de LI em meios reacionais utilizando catalisadores, 
alguns estudos demonstraram que uma variedade de enzimas tem a capacidade de realizar 
atividades catalíticas iguais ou até mesmo superiores aos solventes convencionais. Além de 
poder fornecer um meio que proporcione a estabilização da enzima, eles facilitam a remoção 
de substâncias voláteis por possuir uma pressão de vapor inerentemente baixa (Peters et al., 
2007).

Neste sentido o objetivo do trabalho foi estudar diferentes concentrações de líquidos 
iônicos na imobilização da lipase de Candida antarctica B (Cal B) em xerogel obtido pela 
técnica de sol-gel.

2. METODOLOGIA

2.1. Imobilização da enzima lipase pela técnica de sol-gel



A lipase de (Cal B) foi imobilizada de acordo com Ficanha (2014). Cinco mL de 
tetraetilortosilicato (TEOS) foram dissolvidos em 5 mL de álcool etílico absoluto, após, foram 
adicionadas 3 gotas de catalisador (HBr) e 1,6 mL água destilada em uma proporção molar de 
TEOS:H2O (1:4). A mistura ficou sob agitação por 90 minutos, 40 °C, 180 rpm. Em seguida, 
foram adicionados 1 mL de solução enzimática, e líquido iônico brometo de 1-octil 3metil 
imidazólio como aditivo (em diferentes concentrações). Após, foram adicionados 1,75 mL da 
solução hidrolisante (0,25 mL de hidróxido de amônia dissolvido em 1,5 mL de etanol). A 
mistura foi mantida em condições estáticas por 24 horas para completar a condensação 
química. Após este período, a enzima imobilizada (derivado) foi condicionada em dessecador 
sob vácuo por mais 24 horas para a completa secagem. Após a secagem, o suporte foi 
armazenado para os posteriores testes.

2.2 Determinação da atividade de esterificação

A atividade de esterificação da lipase imobilizada foi determinada pela capacidade de 
síntese do oleato de etila realizada através da reação do ácido oleico e etanol (razão molar 
1:1). Esta reação foi iniciada pela adição da enzima imobilizada (0,1 g de suporte) ao meio 
reacional e a reação foi conduzida a 40 °C, 160 rpm, 40 min. A quantidade de ácido 
consumido foi determinada por titulação com NaOH 0,05 M até pH 11 (Ferraz et al., 2012). 
Os ensaios dos brancos das amostras continham 500 µL da mistura padrão e 15 mL da 
solução de acetona-etanol. Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a 
quantidade de enzima que consome 1 µmol de ácido graxo por minuto, calculada pela 
Equação 1: 

𝐴𝐸 =  
(𝑉𝑏 ‒  𝑉𝑎) 𝑥 𝑀 𝑥 1000 𝑥 𝑉𝑓

𝑡 𝑥 𝑚 𝑥 𝑉𝑐  (1)

Onde: AE: Atividade de esterificação (U/g); Va: Volume de NaOH gasto na titulação da 
amostra retirada após 40 min (mL); Vb: Volume de NaOH gasto na titulação da amostra do 
branco (mL); M: Molaridade da solução de NaOH; Vf: Volume final de meio reacional (mL); 
t: Tempo (min); m: Massa da solução enzimática ou do suporte utilizado (g); Vc: Volume da 
alíquota do meio reacional retirada para titulação (mL).

2.3 Determinação do rendimento da imobilização 

O rendimento do derivado imobilizado foi calculado a partir da Equação 2:

100(%) x
AA
ATR 

 (2)

Onde: AT: Atividade de esterificação total do xerogel imobilizado; AA: Atividade de 
esterificação total presente na massa de enzima livre adicionada na imobilização.

3. RESULTADOS E DISCUSSÕES



A Tabela 1 apresenta os resultados da atividade de esterificação obtidos após a 
imobilização em xerogel com e sem a presença da lipase de Candida antarctica B (CAL B) e 
do líquido iônico.

Xerogel Atividade±desvio padrão (U/g) Rendimento (%)
Com enzima e sem L.I. 142,71 ± 27,47 182,81
Com enzima e com L.I. 240,92 ± 33,12 246,24
Sem enzima e com L.I. - -
Sem enzima e sem L.I. - -

De acordo com a Tabela 1, os suportes sem enzima e sem e com o LI não possuem 
poder de catalisar a reação. Este fato prova que somente a enzima suportada atua como 
catalisador. Os derivados imobilizados apresentaram rendimento maior que 100%, o que 
indica que a enzima não sofreu desnaturação após a imobilização e ocorreu um um aumento 
no rendimento e na atividade enzimática quando adicionado o LI como aditivo, que representa 
uma melhor distribuição da enzima com o uso do aditivo. Outro teste realizado foi em relação 
a concentração do LI. 

As Figuras 1 e 2 apresentam a atividade de esterificação e o rendimento, 
respectivamente, obtidos pela imobilização da lipase Candida antarctica B (Cal B) com o uso 
de diferentes concentrações de LI como aditivo. 

Figura 1 – Atividade de esterificação em diferentes concentrações de líquido iônico

Pode-se observar na Figura 1 que as maiores atividades encontram-se nas menores 
concentrações de LI, e maior atividade de esterificação foi quando utilizou-se 1% de LI.

Figura 2 – Rendimento de imobilização em diferentes concentrações de líquido iônico



O mesmo comportamento pode ser observado para o rendimento na Figura 2. Os 
maiores rendimentos de imobilização (330, 380 e 620 %) foram nos ensaios com menor 
concentração de LI (0,5, 0,7, e 1% respectivamente). Sendo que na concentração de 1% de LI 
o rendimento foi o maior. Em todos os ensaios os rendimentos foram maiores que 100%, 
indicando que a enzima não sofre desnaturação com o uso de líquido iônico como aditivo. 

A presença do LI como aditivo na imobilização pode atuar da mesma maneira que os 
outros aditivos descritos na literatura, tais como polivinilálcool (PVA), polietilenoglicol 
(PEG). Durante o processo de imobilização ou síntese do suporte, possivelmente, o aditivo 
pode estar modificando a hidrofobicidade do microambiente, exercendo influência no nível de 
umidade dentro do suporte (Mohidem et al., 2011). 

Na literatura diferentes rendimentos de atividades na presença de aditivos são 
apresentados. Soares et al. (2006) encontraram rendimento de 60% para a lipase de C. rugosa 
imobilizada em sílica utilizando PEG-1500 como o aditivo. A lipase de Burkholderia cepacia, 
imobilizada em xerogel apresentou rendimento de 1526% com o uso de LI e 43% sem LI 
(Souza et al., 2013). Zarcula et al. (2010) também observaram um rendimento da lipase de 
Pseudômonas fluorescens superior a 100% em sílica imobilizada pela sol-gel usando um 
líquido iónico aprótico como aditivo. Barbosa et al (2014) imobilizaram lipase de 
Burkholderia cepacia em aerogel obtido pela técnica sol-gel, com secagem em meio 
supercrítico, com o uso de 1% de líquido iônico prótico da família N-metilmonoetanolamina 
apresentou aumento no rendimento de imobilização de atividade de 37,27% (sem LI) para 
44,23% (com LI). 

4. CONCLUSÕES

Os resultados obtidos no estudo do uso de diferentes concentrações de líquidos iônicos 
na imobilização da lipase CALB em xerogel demonstram a importância do estudo e os efeitos 
destes fatores no aumento da atividade e do rendimento da imobilização. As maiores 
atividades foram encontradas nas menores concentrações estudadas, e a maior atividade (520 
U) foi na concentração de 1% de líquido iônico. A atividade de esterificação variou nas 
menores concentrações de LI de 300 a 520 U e o rendimento de imobilização de 330 a 620 %. 
Isto demonstra que o LI apresenta efeito positivo na imobilização quando utilizado em baixas 
concentrações. A melhor concentração encontrada neste estudo foi de 1% na qual apresentou 
atividade de 520 U e rendimento de 620%.
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