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Produc&o de imobilizado hibrido POS-PVA usando lipase de Burkoholderia cepacia.
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Resumo

O projeto consistiu na caracterizagdo da enzima de Burkoholderia cepacia, definindo a temperatura e pH 6timos de
trabalho, através do acompanhamento da atividade enzimatica em diferentes condi¢cdes de substrato ao longo do
tempo, e na comparacao dos resultados obtidos para a enzyima livre, para a enzima imobilizada por adsorgéo fisica e

por ligacéo covalente.
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Introducéo

As lipases sdo enzimas que atuam sobre
ligacBes éster, sobretudo em substratos acilgliceréis, sédo
utilizadas em diversas areas, como alimenticia e
farmacéutica, e podem ser obtidas naturalmente ou
industrialmente. Como elas possuem alta sensibilidade a
fatores quimicos e fisicos!, como alteracdo do pH,
temperatura e interacdes com o substrato, é essencial
que suas melhores condicbes de trabalho sejam
conhecidas, assim como que ela sofra o processo de
imobilizacdo? para se proteger do solvente.

O processo de imobilizacdo pode ocorrer por
adsorcdo fisica (AF)3, onde ndo ha modificacdes
estruturais na enzima, mas ela ainda sofre dessorcgéo por
variacbes nas condicbes do sistema e depende da
porosidade e area superficial do suporte. JA o processo
por ligagcdo covalente (LC)* possui maior rigidez quanto a
variacbes de pH e temperatura e dificuldade de
dessor¢éo, mas pode afetar a atividade enziméatica pelas
modifica¢des na estrutura terciaria da enzima.

Os objetivos do projeto séo, dessa forma,
estabelecer os melhores pHs e temperaturas de trabalho
para a enzima livre e para a enzima imobilizada, tanto por
adsorcdo fisica quanto por ligacdo covalente.

Resultados e Discusséo
- Andlise de pH para os 3 tipos de enzima:

A lipase em contato com o substrato de azeite de
oliva (em goma arabica em tampao do pH) foi agitada por
15 minutos. Solucao de acetona e alcool, para a titulagédo
com KOH em fenolftaleina foi adicionada (Tabela 1).
Tabela 1. Atividade enzimatica em diferentes pHs para
enzima livre, imobilizada por AF e por LC.

Enzima pH étimo Atividade (U/mg)
Livre 8 467,94

Imob. AF 8 1446,06

Imob. LC 9 1556,26

- Andlise de temperatura para os 3 tipos de enzima:

A enzima foi colocada em agitacdo por 15
minutos com o substrato nos pHs definidos como 6étimos
previamente, a 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50, 55 e 60°C. A
mistura foi titulada com KOH (tabela 2).

Tabela 2. Temperatura de maior atividade enzimatica
para cada tipo de enzima.

Enzima Temperatura 6tima Atividade (U/mg)
Livre 37°C 464,70

Imob. AF 40°C 1428,19

Imob. LC 45°C 1540,94

Observando os valores obtidos de temperatura e
pH para cada enzima, foi possivel perceber que a
imobilizacdo realmente permite que a lipase mantenha
sua atividade enzimética alta em diversas condi¢Bes de
operacdo e que a imobilizacdo por ligacdo covalente
também atrasa as melhores temperaturas e pH para
valores mais altos, ou seja, aumentando o periodo antes
da desativa¢gédo da enzima, como o esperado.

- Andlise da estabilidade da enzima:

Para esta analise, a enzima era colocada em
agitacdo com substrato e tampao, para 3 valores de pH,
e sua atividade era medida por titulacdo a cada 30
minutos, totalizando 8 horas. Para a enzima imobilizada
por adsorcao fisica foi encontrada uma tendéncia em que
a atividade crescia até 200 minutos, onde depois
estabilizava. Foi possivel concluir que as enzimas
imobilizadas possuem atividade média maior que a
enzima livre, comprovando a eficicia da imobilizago.

Conclusdes

O projeto conseguiu comprovar os beneficios da
imobilizacdo de enzimas, em termos de aumento de
atividade enzimatica, ou seja, esse processo realmente
consegue blindar a lipase frente a interacbes com o
solvente. As condi¢cdes 6timas de trabalho aumentam
para o caso da imobilizagdo por ligacdo covalente, mas,
mesmo assim, esse tipo de enzima ainda possui bom
comportamento nas condi¢bes de trabalho das enzimas
livre e imobilizada por adsorcdo fisica. A analise de
estabilidade foi melhor concluida no caso da enzima por
adsorcdo fisica, mostrando que, ap0s certo tempo, nao
hda mais modificagdo na atividade enzimatica.
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