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IMOBILIZACAO DE LIPASES REGIOSSELETIVAS EM MATRIZES SOL-
GEL
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RESUMO: A presenca de diacilglicerol em alimentos, em contraste com triacilglicerol, desempenha um
importante papel na redugao dos niveis de triacilglicerois e, em consequéncia, diminuem a massa corporal e
gordura visceral nos humano. Os processos enzimaticos sdo, em geral, preferidos aos métodos quimicos
porque as reagbes sdo realizadas em condi¢des brandas, com baixa formagcdo de subprodutos e alta
velocidade. Neste contexto, este trabalho visa imobilizar e encapsular enzimas livres comerciais em
matrizes hidrofobicas sol-gel preparadas a partir de dois precursores, o tetraetilortossilicato (TEOS) e o
tetrametoxissilano (TMOS) visando sua utilizagdo na producao de diacilgliceréis a partir do 6leo de palma.
Os biocatalisadores foram caracterizados morfologicamente através da microscopia eletrdnica de varredura,
da qual se verificou que o TMOS é o melhor precursor para obtengéo de biocatalisadores imobilizados.
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INTRODUCAO

Os 6leos comestiveis sdo formados basicamente por triacilgliceréis (TAG), sendo
composto também por uma pequena quantidade de monoacilgliceréis (MAG) e
diacilglicerois (DAG).

Estudos recentes sobre as propriedades nutricionais e efeitos dietéticos dos éleos
comestiveis sugerem que a presenca de DAGs desempenha um importante papel na
reducédo dos niveis de TAG e, em consequéncia, diminuem a massa corporal e gordura
visceral nos humanos, prevenindo a obesidade e outras doencas relacionadas com o
estilo de vida (Babicz, et al., 2010).

Os DAGs sao preferencialmente obtidos por processos enzimaticos, pois as
reacdes sao realizadas em condi¢des brandas, com baixa formacao de subprodutos e alta
velocidade. Também oferecem vantagens ambientais e redu¢cdo no consumo de energia,
além disso, as lipases apresentam alta seletividade, incluindo seletividade estereoquimica
e resultam em produtos de alta pureza e melhor qualidade (Eoma et al. 2010).
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As enzimas podem ser adquiridas comercialmente imobilizadas ou pode-se aplicar
técnicas de imobilizacao, tal como citado por Zarcula et al. (2010) que imobilizaram a
lipase de Pseudomonas fluorescens (Amano AK) pelo método sol-gel utilizando
tetrametoxosilano e trimetoxisilano com grupos alquila ou arila como precursores e
liquidos ibnicos como aditivos para a imobilizacdo, resultando em biocatalisadores com
alta eficiéncia catalitica. A atividade do biocatalisador foi totalmente recuperada depois da
imobilizagéo.

O encapsulamento através de sol-gel provou ser uma técnica versatil para a
imobilizacdo de uma grande variedade de biomoléculas (Kandimalla et al., 2006). Além
disso, estudos demonstraram que a atividade da enzima apresenta melhores resultados
quando a secagem é realizada em meio supercritico, também chamada de secagem por
aerogel (Pierre e Buisson, 2001).

Diante deste contexto, o objetivo inicial deste trabalho foi imobilizar e encapsular
enzimas livres comerciais em matrizes hidrofébicas sol-gel preparadas a partir de dois
precursores, o tetraetilortossilicato (TEOS) e o tetrametoxissilano (TMOS) visando sua
utilizacdo na producao de diacilglicerdis a partir do 6leo de palma.

2 MATERIAL E METODOS

Na imobilizagdo das enzimas lipase Rhizopus oryzae e Amano M em matrizes
hidrofébicas sol-gel, foram utilizados os seguintes precursores: tetraetilortossilicato
(TEOS) e tetrametoxissilano (TMOS) como precursores de silica. O preparo dos
biocatalisadores baseou-se nas metodologias descritas por Macario et al, (2009) e
Soares et al., 2006.

Os biocatalisadores imobilizados foram secados utilizando a tecnologia supercritica
(CO2) a uma temperatura de 40 °C para evitar a desnaturacdo da enzima e a uma
presséo de 100 bar por 2 horas.

A caracterizagao microestrutural dos biocatalisadores imobilizados foi realizada
através da microscopia eletrénica de varredura (MEV) em um microscépio Shimadzu
SuperScan SS-550. Todas as micrografias foram obtidas das superficies de fratura
recobertas com ouro.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra as micrografias dos biocatalisadores livres (letras A e D) e
imobilizados (letras B, C, E, F). Pode-se observar que a enzima lipase Rhizopus oryzae
livre (A) possui uma forma geométrica definida, claramente visivel. Ao se imobilizar esta
enzima com TMOS (B) verificou-se uma estrutura porosa, com uma area superficial muito
menor, diferente do ocorrido ao utilizar o precursor TEOS (C), em que a estrutura pareceu
rigida, levando a conclusdo que apenas o suporte estd presente. Analisando estas
microscopias verifica-se uma mudanca muito grande na estrutura da enzima antes e
depois de imobilizada, e ndo observando a presenca da enzima ao utilizar o TEOS como
precursor de silica.

Ao analisar a lipase Amano M livre (D) verifica-se que ela apresenta uma estrutura
esponjosa, bastante porosa, que manteve suas caracteristicas apdés a imobilizacao por
TMOS (E). Ao utilizar o TEOS (F), novamente verifica-se apenas a presenga de uma
estrutura rigida, que aparenta ser apenas do suporte.
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Figura 1: Micrografias eletrénicas dos biocatalisadores: (A) Rhizopus oryzae livre (500 X), (B) Rhizopus
oryzae imobilizada com TMOS (500 X), (C) Rhizopus oryzae imobilizada com TEOS (500 X), (D) Amano M
livre (1000 X), (E) Amano M imobilizada com TMOS (1000 X), (F) Amano M imobilizada com TEOS (1000 X)

4 CONCLUSAO

As técnicas de imobilizacdo de lipases aplicadas neste trabalho apresentaram
caracteristicas distintas. Visivelmente, a técnica que empregou o TEOS ndo obteve
resultados satisfatorios. Ja a técnica utilizando o TMOS apresentou uma caracteristica
esponjosa, que possivelmente tenha imobilizado grande parte da enzima. Andlises mais
detalhadas das caracteristicas fisico-quimicas e morfolégicas das enzimas devem ser
realizadas a fim de se comprovar a eficiéncia da imobilizacdo. Além disso, testar os
biocatalisadores na reacao de esterificacao para obtencao de diacilglicerois.
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