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USE OF MODIFIED SILICAS FOR LIPASE IMMOBILIZATION. Enzyme-support strategies are increasingly replacing conventional
chemical methods in both laboratories and industries with attributes including efficiency, higher performance and multifarious use,
where silica surfaces show potential due to the chemical bonds based on the presence of hydroxyl groups which can be modified
with different additives. Surface-modified silica is a novel class of materials capable of improving enzyme stability and reusability

that can be applied to support several immobilization techniques. This review describes the use of innovative modified supports to

improve the state of enzyme immobilization and provide the industrial sector with new perspectives.
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INTRODUCAO

Os suportes aplicados para imobiliza¢io de enzimas t€ém merecido
atencdio em vdrios estudos de biocatdlise, destacando aqueles que
tratam dos suportes de silica e de suas modifica¢des superficiais. Os
protocolos metodolégicos baseiam-se na utilizagdo de aditivos ou
agentes bifuncionais e t€m como intuito aprimorar os suportes para
a obtengdo de biocatalisadores imobilizados.!*

As modificagdes fisicas, quimicas e morfoldgicas dos suportes,
pela aplicacdo de aditivos, podem produzir biocatalisadores imobi-
lizados com maior eficiéncia catalitica devido a minimizag¢do dos
efeitos difusionais de substratos e produtos durante a reagdo, além
da melhoria da estabilidade operacional em processos continuos e
descontinuos, e por esta razdo desperta também o interesse industrial
para estes biocatalisadores.*?

Em suportes de silica, as modificagdes superficiais podem ocorrer
com introdug¢do de vdrios grupos funcionais tais como: alquila, amino,
carboxila, tiosila, dentre outros, e tem como objetivo tornar o suporte
mais eficiente ao processo de imobilizagdo de enzimas e catélise.®®
Estes grupos funcionais podem ser adicionados ao suporte antes da
imobilizacdo com a utilizagdo de diferentes aditivos como polietile-
noglicol - PEG, dlcool polivinilico - PVA, caseina, gelatina, albumina
de ovo ou bovina, liquidos hidrofébicos e liquidos i6nicos.>*!? Pode-
se utilizar também como modificadores os agentes silanizadores e
bifuncionais, tais como 3-aminopropiltrimetoxissilano, 3-amino-
propiltrietoxissilano, 3-cloropropiltrimetoxissilano, epicloridrina,
glutaraldeido, glioxal, formaldeido, glicidol, carbonildiimidazol,
dentre outros.'*!

Os suportes naturais e sintéticos podem ser classificados como
organico, inorganico ou hibridos, ndo poroso, microporoso, meso-
poroso ou macroporoso.'*!” Do ponto de vista geral, o método de
classificagdo do suporte ndo altera o sistema imobilizado obtido, uma
vez que as técnicas de imobilizacio envolvem uma combinacdo de
métodos bésicos de ligagdo fisica e quimica.*!$1°

A enzima lipolitica, quando imobilizada, € especialmente atraente
em processos biotecnoldgicos com o intuito de atender as exigéncias
para aplicacdo industrial, como por exemplo, reagdes de biotrans-
formacdo. A melhoria da eficiéncia catalitica ocasiona o aumento
do valor agregado frente aos principios da quimica verde e sustenta-
bilidade.” Portanto, este artigo de revisdo destina-se & apresentagdo
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de estudos em desenvolvimento quanto a modificagdo superficial de
suportes para imobilizacdo de lipases.

LIPASES E METODOS DE IMOBILIZACAO

Estudos recentes descrevem o amplo espectro catalitico que
promove sua versatilidade nas diversas reacdes. Segundo Kapoor e
Gupta,” a versatilidade das lipases, relatado em seu manuscrito como
promiscuidade, € a capacidade das enzimas catalisarem diferentes
reacOes na sua fisioldgica natural, podendo ocorrer em diferentes
dreas: versatilidade da condi¢do enzimética (catdlise em condigdes
ndo naturais, como meio anidro, diferentes temperatura ou pH);
versatilidade da enzima e substrato (catalisam grande intervalo de
substratos devido a sua ampla especificidade) e, por fim, a versatili-
dade catalitica (capacidade do sitio ativo em catalisar transformagdes
quimicamente distintas).

Do ponto de vista industrial as lipases sdo consideradas muito
importantes devido as suas propriedades cataliticas e facil producio
em escala ampliada.?'*” As lipases podem ser produzidas por diversos
micro-organismos, como Bacillus sp., Candida rugosa, Candida an-
tartica, Burkholderia cepacia, Pseudomonas alcaligenes, Aspergillus
Sp., Rhizopus sp., Penicillium sp., Mucor, Geotrichum sp., Tulopis
sp. e Candida sp..>>»23

As lipases sdo aplicadas em diversas industrias devido a sua ca-
pacidade de hidrolisar triglicerideos na interface 6leo-agua que, sob
condicdes fisioldgicas, catalisam a hidrdlise das ligagdes de éster nas
moléculas de triglicerideos liberando gratuitamente dcidos graxos,
diglicerideos, monoglicerideos e glicerol. Além da hidrdlise, as lipases
também catalisam rea¢des como: esterificacio, transesterificagio (in-
teresterificaco, alcodlises e aciddlises), amindlise (sintese de amidas)
e lactonizag@o, sendo que a atividade de 4gua do meio reacional € um
dos fatores determinantes para cada classe de reacdo.**

As lipases produzidas pelo género Pseudomonas (renomeada
também como Burkholderia cepacia) possuem caracteristicas de bio-
catdlise especiais, como termoestabilidade e enantiosseletividade. Por
exemplo, cepas de Burkholderia cepacia possuem em seu sitio ativo
a presenga de triade catalitica formada por residuos de aminoécidos
da serina, histidina e aspartato e destacam-se por serem utilizadas na
produgdo industrial de lipases empregadas em sintese de compostos
quirais e ésteres.>>*

De acordo com a crescente aplicagdo de lipases e o interesse
na melhoria catalitica os estudos sido desenvolvidos e, ao longo do
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tempo, resulta em uma evolug@o expressiva na publicagdo de artigos
e patentes na drea de biocatdlise, contribundo para a competitividade
em termos de pesquisa cientifica, desenvolvimento tecnoldgico e
aplicagdes industriais. 20274647

Apesar de muitas vantagens, as enzimas apresentam desvantagens
quanto a estabilidade operacional e de armazenamento, pois sdo
moléculas complexas, altamente sensiveis e com estruturas tridimen-
sionais tnicas que sd0 essenciais para suas atividades. Sua exposi¢ao
a determinadas condigdes (especificas para cada tipo de enzima) tais
como temperaturas extremas ou solventes organicos, pode conduzir a
desnaturagdo (desdobramentos) e a perda concomitante de atividade
e impossibilidade de recuperagio e reutilizagio deste biocatalisador.
Portanto, apesar da nova expressao utilizada para lipase, denominada
“enzima versatil”, o uso desta enzima exerce um potencial de aplica-
¢do para expandir no que diz respeito aos processos de quimica verde
e sustentdvel, promovendo assim o aumento da sua estabilidade e
possibilidade de reutiliza¢do ou utilizagdo em processos continuos.*!

Os fendmenos fisico-quimicos, tais como parti¢ao, solvatacdo
e difusdo, afetam significativamente a eficacia do biocatalisador em
cada sistema especifico na reac¢io.”> Conforme Liese e Hilterhaus,>
a maior estabilizagd@o € obtida por meio da imobilizacdo da enzima
em suportes heterogé€neos, os quais estdo diretamente relacionados
a sua atividade, fendmenos de transporte de massa e limitacdes para
aplicacdes industriais. Para uma avaliacdo criteriosa do processo a
ser escolhido deve-se levar em consideracio a escolha do suporte,
o efeito limitante difusional, rendimento de imobilizacdo e andlise
superficial dos biocatalisadores imobilizados.

Desde da década de 70 existem relatos na literatura sobre a
imobilizacdo de enzimas e, em 1971, essa técnica foi definida pela
Primeira Conferéncia sobre Engenharia Enzimatica como “enzimas
ou sistemas enzimaticos fisicamente confinadas ou localizadas em
uma regido definida do espago com retencdo de suas atividades
cataliticas, e que podem ser usadas repetida e continuamente”. E
possivel destacar trés etapas no desenvolvimento de biocatalisadores
imobilizados (Tabela 1).3!253

Tabela 1. Breve histérico no desenvolvimento de enzimas imobilizadas>*

Epatas Data Utilizagdo

Empirica utilizacdo em processos tais como producio

1° 1815 . ) Lo
de vinagre e o tratamento de dguas residuais.

Imobilizacao de enzimas para a produgio de L ami-

2° 1960 P . o .
noécidos e isomerizagio de glicose.

Imobilizagdo de muiltiplas enzimas, incluindo o
co-fator de regeneragdo e imobilizagdo de células;
producdo de L-aminodcidos em reatores de mem-
brana.

3* 1985-1995

A enzima pode ser ligada ao suporte sélido ou fisicamente confi-
nada no interior de uma matriz e a classificagdo do método de imobi-
liza¢@o pode ser considerada quanto ao tipo de interag¢ao responsavel
pela ligacdo da enzima no suporte, como meios quimicos ou fisicos,
ou a natureza do suporte: poroso ou nao-poroso.>>>’

Segundo Sheldon e Pelt,* os métodos para a imobilizagdo sao
divididos em trés categorias: adsor¢do num suporte, ligacio covalente
em um suporte e encapsulamento. Estas sdo combinagdes de métodos
quimicos que envolvem a formacdo de, no minimo, uma liga¢do
covalente entre os residuos terminais de uma enzima e um grupo
funcional do suporte, ou entre duas ou mais moléculas de enzima;
métodos fisicos que envolvem as forgas fisicas como adsorgdo, inte-
ragdes eletrostaticas; métodos de encapsulagdo ou microencapsulagiao
em matrizes poliméricas.!”->$6

A adsor¢do fisica (ADS) ¢ um dos métodos mais simples para
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imobilizar enzimas e ndo altera facilmente o seu sitio ativo. As forgas
fisicas envolvem apenas as interagdes fracas, tais como ligacdes de
hidrogénio, hidrofdbicas e ligagio de van der Waals. Na adsor¢@o idni-
ca aimobilizagdo baseia-se na atragio da enzima pelo suporte sélido
que contém fons residuais, resultando no potencial zeta do sistema
(medida da carga eletronegativa que circundam as microparticulas).
Segundo a literatura, as cargas presentes nas paredes porosas do su-
porte e cargas da enzima podem ser variadas para fornecer condi¢ao
ideal de imobilizagdo.®'

A interag@o por adsorcio fisica (Figura la) € fraca e pode oca-
sionar a lixivia¢do da enzima nos meios reacionais, por isso se faz
necessario estudos quanto a influencia da porosidade do suporte
neste método."*® A facilidade de dessor¢@o leva a uma ficil perda
enzimdtica, mas isso pode ser também visto como uma vantagem,
pois permite a recuperagio do suporte apés desnaturagio da enzima
e nova imobilizagio. Este método apresenta-se como o mais empre-
gado no setor industrial, que utiliza lipases imobilizadas em suportes
hidrofébicos.6>63

Kharrat ef al.® imobilizaram a lipase de Rhizopus oryzae por ad-
sorcao fisica em aerogéis de silica (secagem em meios pressurizados)
e observaram que as propriedades funcionais da lipase imobilizada
foram estdveis em temperaturas e valores de pH extremos e solventes
apolares, apresentando também a manutencio da atividade apés 4
meses de armazenamento a 4 °C. Este biocatalisador imobilizado
foi aplicado na esterifica¢do de dcido oleico com n-butanol, usando
hexano como solvente organico. O melhor rendimento de conversao
do éster de oleato de butila foi obtido com a lipase imobilizada (80%
versus 35% com a lipase livre) e 12 ciclos de reutilizagdo sem perda
significativa da sua atividade catalitica.

Devido a facilidade de imobilizacdo pelo método de adsor¢ao
fisica e grande utilizag¢do destes biocatalisadores imobilizados, é
possivel adquiri-los comercialmente imobilizados em suportes,
como, por exemplo, a lipase de Candida antarctica tipo B imobi-
lizada em resina poliacrilica, (Novozym® 435) manufaturada pela
Novozymes.®”% Outra lipase imobilizada também bastante utilizada
em biotransformagdo € a lipase de Rhizomucor miehei (Lipozyme
RM IM), comercializada pela Novozymes.?*

A ligacdo covalente (LC), ilustrada na Figura 1b, € uma técnica
de imobilizagdo de enzimas que envolve a modifica¢@o na superficie
do suporte com agentes bifuncionais para imobilizacio eficiente e
irreversivel da enzima. Portanto, € considerada uma alternativa a
fraca ligacdo proporcionada pelos métodos de adsorcio fisica, no
entanto, por envolver tratamento quimico do suporte, pode ocorrer
modificac¢@o no sitio ativo da enzima."!8707!

(a) (b)

Figura 1. llustragdo da técnica de adsorgdo fisica (a) e ligagdo covalente (b)
para a imobilizagdo de enzimas

No caso especifico das lipases uma interface dgua-solvente €
exigida para sua total atividade catalitica, o uso de agentes macromo-
leculares mostram efeitos estabilizantes significativos na atividade da
enzima por meio do revestimento da interface, impedindo a alteracio
da estrutura proteica.’® Partindo do pressuposto de que uma das
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principais vantagens da imobilizagdo de enzimas € a reutilizacdo do
biocatalisador, a lixiviacdo deve ser evitada e, atualmente, estudos sdo
realizados para evitar perda das enzimas imobilizadas principalmente
em materiais mesoporosos (MSP).

A reticula¢do de moléculas de enzima dentro dos nanocanais com
agentes bifuncionais também € realizada com o objetivo de fecha-
mento parcial das aberturas dos poros com enzimas pré-carregadas
e deposi¢do de camadas de polieletrdlitos para cobrir as aberturas
dos poros. Nestes processos descritos por Lee et al.,*" observou-se
a reticulacio de moléculas de enzima dentro dos nanocanais com
glutaraldeido, a redu¢do parcial das aberturas dos poros sobre a
superficie externa por sinalizagdo das enzimas pré-carregadas e a
deposi¢do de polieletrdlitos na superticie do lado de fora do poro
para cobrir os canais de abertura.

Um tipo especial de imobilizacdo por ligacdo covalente ¢ a
imobilizacdo por ligacdes cruzadas. Nesse método as enzimas siao
fortemente ligadas entre si, com a utilizacdo de um agente multi-
funcional. E primordial nesta técnica de imobilizagdo a selecio de
um reagente que promova a ligacdo entre grupos ndo envolvidos
na catdlise e que esteja em concentragio suficiente para a completa
imobiliza¢do e manutencdo da atividade enzimdtica.’*>> De acordo
com Sheldon® os biocatalisadores imobilizados por esta técnica
apresentam geralmente uma melhor estabilidade de armazenamento
e operacional, protegendo da desnaturag@o pelo calor, por solventes
organicos, e lixiviagdo durante a rea¢do. Além disso, eles tém elevada
produtividade (produto kg por quilograma biocatalisador), facilidade
de recuperacdo e reciclo. Ainda pode-se salientar a possibilidade de
co-imobilizar dois ou mais tipos de enzimas formando o agregado
enzimadtico por ligagdes cruzadas, definido na literatura por CLEA
(cross-linked enzyme agregates, em inglés), que sdo capazes de
catalisar multiplas biotransformagdes, em passo tinico ou em sequén-
cia de uma série de processos cataliticos.

Na encapsulacido o método baseia-se em envolver a enzima em
meio semipermedvel reticulado ou microcdpsula. Os meios polimé-
ricos reticulados devem ter poros pequenos o suficiente para nio
permitir a passagem das enzimas, mas oferecendo passagem livre
aos substratos e produtos. Isso permite que as enzimas permanecam
na solu¢@o, mas que fiquem protegidas de efeitos externos. Apesar
da vantagem de ndo ocorréncia de alteracdo estrutural da enzima,
esse método pode ndo ser aplicdvel em alguns casos, por exemplo,
se o substrato da enzima for grande e ndo passar pelos poros do
suporte, 101252

A encapsulagdo de enzimas pela técnica sol-gel € resultante de
dois processos simultdneos: condensacéo dos precursores de silica
para formacdo da rede porosa de silica e a encapsulagdo aleatéria da
enzima (Figura 2).!13372.73

Figura 2. Silica com a presenca da lipase no interior da rede porosa

O processo sol-gel envolve diversas varidveis, como tempo e
temperatura da reagdo, natureza do catalisador, concentragdo de
reagentes, entre outros. Estas varidveis determinam as caracteristicas
finais do sistema, incluindo a porcentagem de hidrélise e condensagdo
de grupos reativos, densidade de reticulagdo e homogeneidade do
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produto. Além disso, aditivos podem ser usados para melhorar o pro-
cesso e obter materiais com melhores propriedades, o que possibilita
modificacdes nas propriedades mecanicas, controle de porosidade
e ajuste no balanco hidrofilico/hidrofébico Recentemente matrizes
hibridas foram testadas com sucesso para imobilizacdo de diferentes
lipases: lipase de Candida rugosa, lipase de Burkholderia cepacia,
lipase de pancreas suino e lipase de Bacillus sp.>1%1133.74

Pinheiro ef al.* estudaram diferentes tempos de gelificacdo (4,
18, 24 e 48 horas) da matriz produzida pela técnica sol-gel utilizan-
do tetraetoxissilano como precursor para encapsulacio da lipase
de Candida rugosa. Este estudo mostra que o tempo de gelificacdo
estd ligado diretamente com a formacdo quimica do biocatalisador
imobilizado e, consequentemente, afeta o volume total de poros.
O tempo de 24 h na etapa de gelificacao e evaporacio da estrutura
monolitica da matriz foi selecionado devido a melhor combinacdo da
estabilidade térmica e percentegam de hidrdlise (99,5%).

O método sol-gel também foi utilizado para encapsulacdo da
lipase de Rhizomucor miehei por Macario et al.”” Para a formagio
da matriz mesoporosa foi utilizado um processo que envolve a hi-
drélise/policondensacdo de um precursor de silica a um pH neutro e
temperatura ambiente. O biocatalisador encapsulado foi utilizado na
reacdo de transesterifica¢@o de trioleina com metanol na auséncia de
solvente, alcancando maior rendimento de 77% de ésteres apés 96 h a
40 °C. Constatou-se que a produtividade total da enzima imobilizada
foi quase seis vezes maior do que a obtida usando lipase livre. Os
resultados indicaram claramente que o processo de imobilizag@o da
lipase preserva a mobilidade da enzima e permite aumentar a sua
estabilidade.

No estudo realizado por Carvalho et al.,'® a lipase de Bacillus sp.
ITP-001 encapsulada pela técnica sol-gel, utilizando o tetraetilortosi-
licato como precursor, foi caracterizada bioquimicamente na reacio
de hidrélise do azeite de oliva e foi possivel verificar a melhoria dos
parametros cinéticos quando comparada com a enzima na sua forma
livre. Souza et al.® adicionaram diferentes liquidos idnicos durante o
encapsulamento pela mesma técnica sol gel, utilizada por Carvalho
et al.,'" para a imobilizagdo da lipase de Burkholderia cepacia. Os
resultados foram comparados ao biocatalisador imobilizado na ausén-
cia do aditivo liquido i0nico e, quando na presenca do aditivo, houve
aumento de drea de superficie (143 a 245 m?/g) e didmetro do poros
(19 a 38 A). Observou-se também maior rendimento de imobiliza-
¢do, possivelmente devido a protecdo promovida pelo liquido i6nico
durante a encapsulagdo, impedindo a inativagdo da lipase ocasionada
pelo dlcool e encolhimento de gel durante o processo sol-gel.

Embora cada método de imobilizagdo apresente vantagens e des-
vantagens, a escolha da estratégia e de modificagdo do suporte deverd
considerar as relagdes entre suporte, enzima e substrato, parametros
fisicos (por exemplo, temperatura e pressdo), solvente (solvente
organico, o liquido iénico, fluido supercritico, etc), dgua para a ma-
nutencio das propriedades cataliticas e da estrutura tridimensional
das lipases e o tipo de reator (reator de tanque agitado, reator de
membrana, reator de leito fixo, reator de coluna de bolhas).'7¥"7¢

SUPORTES PARA IMOBILIZACAO

O recente interesse em nanotecnologia tem proporcionado uma
diversidade de materiais que podem suportar enzimas imobilizadas
devido as suas potenciais aplicagdes em biotecnologia. Contudo, além
do desenvolvimento de novas técnicas, faz-se necessario desenvol-
vimento adequado de técnicas de aprimoramento de materiais que
combinem desempenho tecnoldgico com renovacio e sustentabili-
dade econdmica.!” A maior contribuicdo para o bom desempenho da
enzima imobilizada em um suporte ird depender da ndo solubilidade
do suporte, superficie de contato, porosidade e fixagdo irreversivel,
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sem afetar a atividade enzimdtica e sem interferir na rea¢do na qual
esteja sendo aplicada. Portanto, a interagio entre o suporte € a enzi-
ma ird fornecer ao biocatalisador imobilizado as suas propriedades
bioquimicas, mecénicas e cinéticas (Figura 3).17"7

-

Propriedades Bioquimicas Propriedades Quimicas

! !

[ Reagiio e Cinética J [ Propriedades Mecanicas J
[ I ]
Rendimento de Efeito da Transferéncia de Estabilidade Operacional
Imobilizagéo (%) Massa e Eﬁc1enc1a (1) e N° de Reciclos
Performance

Consumo de Energia (U/kg prod)
Produtividade (kg prod/U)

Figura 3. Fatores que afetam o desempenho de enzimas imobilizadas em
suportes solidos

Neste intuito, € necessdrio o aprimoramento de suportes, por
exemplo, por meio de modificagdes de sua morfologia com aditivos
e/ou estabilizantes para aplicagdo destes na imobilizagdo de enzimas,
assegurando a estabilidade e reutilizacdo da enzima e, consequente-
mente, melhorando a relagio custo-beneficio do processo. Portanto, se
o suporte for criteriosamente selecionado pode-se também aumentar
o tempo de meia-vida, isto €, a estabilidade operacional. Contudo,
caso essa estratégia seja feita de forma inadequada poderd afetar
adversamente a estabilidade e o desempenho global do sistema
imobilizado.%6.7*80

De acordo com Cantone et al.,” a sele¢do de um suporte para
imobilizacdo de enzimas deve analisar as caracteristicas fisicas,
quimicas e morfolégicas, bem como a possibilidade de regeneracdo
do material e sua influéncia quanto a enzima imobilizada. Estas ca-
racteristicas irdo determinar o a aplicabilidade do biocatalisador. Bon
et al ¥ relataram que as principais caracteristicas a serem observadas
na sele¢@o de um suporte que, possivelmente, afetam o desempenho
do biocatalisador imobilizado sdo:

- Caracteristicas quimicas: as quais sd@o baseadas na composi¢ao
quimica, grupos funcionais, estabilidade quimica, composicdo da
superficie do suporte e micros efeitos (pH, carga da superficie,
natureza hidrofébica e hidrofilica, efeito redutor e a presenca de
ions metalicos);

- Caracteristicas mecanicas: referem-se a0 comportamento de
compressio, tamanho da particula, didmetro do poro, drea
superficial, volume acessivel da matriz, resisténcia a compactacio
em operagdes com altas vazdes para reatores de leito fixo, abrasdo
para reatores agitados e velocidade de sedimentacio para leitos
fluidizados;

- Caracteristicas morfoldgicas: associadas a porosidade do suporte,
podendo ser ndo porosos (baixa drea superficial), porosos (grande
area superficial) ou estrutura em gel.

Dentre as caracteristicas citadas acima, a estabilidade mecéanica
do suporte também € um pardmetro crucial para muitas aplicacdes
de enzimas imobilizadas. A estabilidade mecanica pode limitar o
biocatalisador imobilizado ao longo da aplicag@o, causando o efeito
de stress mecanico e desintegracao do catalisador durante o processo,
influenciando a atividade catalitica, estabilidade de armazenamento,
operacional e térmica.>

De acordo com Talbert e Goddard et al.,'® o material utilizado
como suporte para a imobilizacdo de enzimas pode modificar a
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quantidade de dgua total nas proximidades da enzima e a particdo
dos reagentes e/ou produtos na mistura reacional. Portanto, o balanco
hidrofilico/hidrofébico da superficie do suporte € fundamental, pois
na etapa de preparagdo de suportes hidrofébicos a 4gua pode ficar
retida nos intersticios porosos e, consequentemente, ao redor da
enzima imobilizada. A presenca da quantidade minima de moléculas
de 4gua no microambiente € necessdria para preservacao da estrutura
conformacional da enzima. Todavia, o uso de suportes hidrofilicos
no processo de imobiliza¢do promove a competiciio da dgua entre
o suporte e a enzima durante a reagdo, influenciando no equilibrio
termodinamico do sistema.*?

A natureza fisica do suporte, por exemplo, morfologia, tamanho e
distribuic@o dos poros, influencia também diretamente no rendimento
de imobilizagio e em efeitos difusionais causados pela transferéncia de
massa entre o meio liquido e os biocatalisadores imobilizados. Essas
limitagdes podem ser resumidas em duas fases: transferéncia de massa
externa, que envolve a transferéncia de reagentes/substratos do meio
reacional até a superficie do suporte de imobilizagdo, e a transferéncia
de massa interna, que descreve a transferéncia de reagentes/substratos
no suporte de imobilizagdo até o sitio ativo da enzima. Qualquer etapa
da difusdo pode limitar a atividade global da enzima imobilizada.>>3708!

Ainda se deve considerar o custo-beneficio da escolha do suporte
de imobilizagdo, pois de acordo com Scherer et al.,” o preco do su-
porte utilizado na imobilizagdo de enzimas € um fator a ser analisado,
devendo ser comparadas as vantagens e desvantagens da aplicagio
dos biocatalisadores nos diferentes processos.

Conforme a classificacdo dos suportes quanto a composi¢ao,
0s materiais mais utilizados sdo os organicos, notadamente os
polimeros, os quais podem ser naturais ou sintéticos. Os suportes
sintéticos exibem variedades de formas fisicas e estruturas quimicas,
podendo ser combinadas para formar um suporte ideal. Os naturais
apresentam algumas vantagens quando comparados aos sintéticos,
como baixo custo e facilidade de degradag@o, sem causar danos ao
meio ambiente.?%2

Contudo, os suportes inorganicos, naturais ou sintéticos, sao mais
apropriados para uso industrial por apresentarem elevada resisténcia
mecanica, estabilidade em ampla faixa de pressdes, temperaturas e
valores de pH, rigidez, resisténcia a solventes organicos e ao ataque
microbiano.'>3" Na Tabela 2 sdo apresentados diferentes suportes
para imobilizacdo de lipases e sua classificacdo.

Independente da natureza do suporte, a classificacdo pode ser
realizada levando em considerag¢do também a sua morfologia e poro-
sidade, apresentando-se como fator importante devido a possibilidade
de imobilizacdo da enzima na sua superficie e/ou no seu interior, sem
afetar a estabilidade estrutural da enzima.'$78

Segundo a IUPAC (Internacional Union of Pure and Applied
Chemistry), os materiais porosos sdo classificados em fun¢ao do
didmetro como microporoso, mesoporoso ou macroporoso. Suportes
microporosos (didmetro menor que 2 nm) apresentam como vantagem
aeliminacdo daresisténcia a transferéncia de massa interna, e podem
ser tteis no processo de imobilizacio de enzimas devido a formacdo
de uma rede ou agregados. Na Figura 4 € possivel verificar particulas
microporosas isoladas e combinadas.

As particulas isoladas, quando ligadas por ligagdes de hidrogénio,
originam aglomerados estdveis que podem ter centenas de nandmetros
de tamanho e, deste modo, formar uma rede tridimensional.”>** A
eficiéncia da imobilizagdo da lipase de Thermomyces lanuginosus
em suporte microporoso hidrofébico, poli(estireno-divinilbenzeno),
relatada por Dizge et al.,”> mostrou que o biocatalisador imobilizado
aplicado na reagéo de transesterificagdo possui 85% de rendimento de
imobilizacdo e estabilidade operacional durante 15 reciclos.

Grandes dreas superficiais sfo caracteristicas de suportes me-
soporosos (didmetros que variam de 2 a 50 nm), tornando-se uma
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Tabela 2. Tipos e classificagdo de suportes utilizados para imobilizacio de

enzimas
lassificaga . NI
Natureza Classificacio Suporte Lipase Referéncia
do suporte
Bagago da . Thermomyces Mendes et
cana-de-agu- . 3
lanuginosus al.”
car
Orgéanico Quitosana Talaromyces Romdhane et
thermophilus al®?
Fibra de Candida an- Brigida et
Natural coco tarica B al®
Nanofibra Candida rugosa  Zhu e Sun"
A: Argila Pancreas suino Sc&)erer e
Inorganico al.
Silica Rhizopus oryzae (Ilill.lbgrrat ¢
Poliuretano  Rhizopus oryzae  Grosso et al.®*
Poliestireno ~ Pancreas suino  Hou ef al.®
Bacillus sp. Cabrera-Pa-
Organico PHBY ITP-001 dilla er al.®
Polipropi- Pseudomonas Salis et al.¥’
leno fluorescens
1 H Q 88
Sintético Eupergit C  Rhizopus oryzae Nunes et al.
I anicos
MOBAMNCOS — pog.pva Rhizopus oryzae Paula er al¥
e Organicos
. Bacillus sp. Carvalho et
Silica ITP-001 al.°
Inorganico  Nanoparticu- Pseudomonas Andrade et
lade Fe,0, cepacia al”®
Alumina Bacillus sp. Kumar et al.”!

PHBYV = Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato); POS-PVA = Tetra-etilor-
tossilicato-dlcool polivinilico.

033. %a%
Dol C3 i

Particulas Primarias

. I
?:};};

Agregados Aglomerados

Repouso
—
Cme

Agitagio

Rede Tridimensional

Figura 4. Esquema representativo de formagdo de ponte de hidrogénio entre
o0 Aerosil® (a) e aglomeracdo para formagdo da rede trimensional (b)

estratégia geralmente positiva devido a minimizagdo das restricdes
difusionais e melhoria da acessibilidade do substrato ao sitio ativo
da enzima.®' Nos dltimos anos vdrios artigos indicam o progresso no
uso de materiais mesoporosos e suas contribui¢des correspondentes
ao processo de imobilizacio de enzima, bem como as aplicacdes na
biocatdlise: silica amorfa, organosilica, carbono mesoporoso, ze6li-
tas, dentre outros. Aditivos tém sido introduzidos com o objetivo de
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melhorar a formacio dos mesoporos durante a obtencio do suporte
e diversos estudos apontam as tendéncias em potencial desenvolvi-
mento deste campo.'>1077

As particulas que apresentam didmetros maiores que 50 nm sdo
denominadas suportes macroporosos e sdo formadas por densas
camadas de grupos altamente hidrofébicos. Alguns exemplos destes
suportes sdo: copolimero de estireno-divinilbenzeno, polipropileno
poroso Accurel, resina acrilica macroporosa e alumina, os quais tam-
bém sdo empregados como suportes para imobiliza¢do de lipases.”*?
O uso de suportes macroporosos para imobilizacdo de enzimas €
pouco relatado na literatura e relacionado com a possibilidade de
lixiviacdo da enzima do poro do suporte durante a utilizacdo do
biocatalisador imobilizado. Portanto, sugere-se o uso de suportes
micro ou mesoporosos.>’’

SILICA

A silica (SiO,) € um dos materiais multifuncionais descritos na
literatura com elevado potencial de aplicacio para imobilizacdo,
principalmente devido a possibilidade de modificacdo da superficie
deste suporte, atendendo assim a classificagdo da IUPAC, estabilidade
térmica, estabilidade mecanica e seguranca toxicoldgica.! 2959 Ag
caracteristicas fisico-quimicas e morfoldgicas da silica podem ser
descritas como natural ou sintética, micro, meso ou macroporosa,
cristalina ou amorfa e com propriedades polares, as quais sdo con-
sideradas sitios de adsorcdo eficientes para imobilizacido da enzi-
ma, promovendo estabilidade quimica e térmica ao biocatalisador
imobilizado.” 11!

A silica pode ser adquirida comercialmente ou também ser
produzida por diferentes técnicas, sendo que dentre elas a mais
utilizada para imobiliza¢do de enzimas € a silica produzida pela
técnica sol-gel 1128

O Aerosil® € uma silica comercial pirogénica com elevada pu-
reza, amorfa e de finissima granulometria vendida pela Degussa.!*
E produzida por um processo continuo de hidrélise de clorosilanos.
Durante esse processo, o SiCl, € convertido a gis e depois reagido
espontaneamente com o vapor d’dgua formado em uma atmosfera
contendo oxigénio e hidrogénio com perda considerdvel de calor. O
unico subproduto dessa reacdo € o dcido cloridrico (gasoso), que €
separado da silica. Vdrios grupos podem ser ligados quimicamente
a superficie da silica como, por exemplo, compostos organosilicios
para alteracdo das caracteristicas superficiais (hidrofilicidade e
hidrofobicidade).

Existem diversos tipos de Aerosil®, com dreas superficiais que
variam de 50 m*g a 380 m*/g, tamanho médio de particula entre 7 nm
e 40 nm e podem ser aplicados na produc¢ao de tintas e revestimentos,
resinas de poliéster insaturado, resinas de laminagao e gel, borracha de
silicone, adesivos e selantes, tintas de impressdo, cosméticos, dentre
outros.”® Vale ressaltar que sdo raros os estudos que utilizam este
tipo de silica para a imobilizacdo de lipase, porém, quando aplicada,
tem como principal objetivo evitar as limitacdes de transferéncia de
massa e, consequentemente, a melhoria do processo de difusdo de
substratos e produtos.!%3104

Novas rotas de obtencéo de silica ainda sdo descritas na literatura,
como, por exemplo, o estudo realizado por Bernal et al..'® Neste caso,
a silica foi produzida por meio da mistura de reagentes SiO,: Na,O:
CTAB (brometo de cetiltrimetilamo6nio): EtAc (acetato de etila):
H,O na seguinte propor¢do molar 1:0,3:0,24:7,2:193. A mistura foi
mantida a 80 °C durante 48 h e o sélido obtido foi calcinado a 540
°C, durante 3 h. Apés a derivatizagdo hidrofilica e/ou hidrofébica ob-
teve-se a silica octil (OS), glioxil (GS) e silica octil-glioxil (OGS). Os
suportes foram aplicados na imobilizagdo de lipases de Pseudomonas
stutzeri e Alcaligenes sp. para sintese de ésteres de agucar.
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Dentre os métodos de preparacdo de silica, método sol-gel é
sem duvidas o mais utilizado. Este método envolve a hidrélise, poli-
condensacio e a gelacdo de solventes apropriados, em condigdes de
sintese, permitindo a coexisténcia de espécies organicas e inorganicas
no mesmo sistema, seguido pela secagem convencional ou por meio
pressurizado.”1%32077 Uma rede porosa de silica é formada e deno-
minada xerogel, caso a secagem seja a temperatura ambiente.'*’* E a
silica seca por meio pressurizado € denominada aerogel.®¢8106.107 Ng
superficie da silica-gel observa-se a presenga de grupos OH (hidro-
xilas) ligados quimicamente, os quais atuam como ponto de reagdo
com os grupos funcionais de ativagdo do suporte ou diretamente
com os grupamentos de ligacdo da enzima.’>¢!1%1% Ag hidroxilas
agem como centros de adsorcdo molecular ou centros de reagdo,
formando liga¢des Si-O-X, durante a interagdo com os adsorventes
capazes de formar uma ligacéo de hidrogénio com os grupos OH ou
sofrer intera¢des doador-receptor. Os grupos OH da superficie sao
divididos conforme a Figura 5, na forma livre — OH formando os poros
na particula de silica (a), grupo siloxano = Si — O — Si = (b), grupo
silanol livre = SiOH (c), silanéis associados = Si(OH), (d) e silandis
vicinais ou germinal por meio de liga¢do de hidrogénio (e). Contudo,
deve-se levar em conta que dentro do reticulado da silica existe 4gua
no intersticio da estrutura.>**!°Q outro tipo de silica utilizada para a
imobilizacado de lipase € a mesoporosa comercial produzida também
pela técnica sol-gel, denominada SBA-15, um dos novos suportes
derivados de silica amplamente estudados.>¢!1>118

H
/ 4
OH OH OH ? o
s s’ si_ s 23
AR AN AN AN Dsi-si

Silanol Livre ~ Silanol Germinal  Silandis Associados Siloxanos

Figura 5. Estrutura da silica e os grupamentos presentes

Porém, apesar da facilidade de obtengdo da silica (produzida ou
comercial) e grande aplicagdo na imobilizagdo de enzima, conforme
Tabela 3, o aperfeicoamento morfoldgico de suportes de silica co-
mercial ou produzida para a imobilizacdo de biocatalisadores requer
intenso estudo para que novas técnicas possam contribuir para a me-
lhoria da estabilidade enzima aplicada aos processos biotecnoldgicos,
como a aplicacdo de aditivos para modificagdo superficial do suporte.

MODIFICACAO SUPERFICIAL DE SILICA

Indimeros suportes sdo relatados na literatura e muitos estdo em
fase de desenvolvimento, porém, antes da obtencdo de um novo
suporte, ¢ também necessdrio promover a melhoria da superficie
daqueles ja existentes. Esta modificagdo na superficie pode ser
ocasionada por meio da utilizagdo de um aditivo durante ou apds a

Tabela 3. Silica aplicadas na imobilizacdo de lipases
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Fonte de Lipase

Suporte

Técnica de
Imobilizacdo

Referencia

Mucor miehei

Silica mesopo-
rosa comercial

Adsorcao fisica

Canilho et al.'"

. Nanoparticulas  Ligagdo cova-
Burkholderia sp. op £a¢ Tran et al.'?
de silica lente
Rhizomucor Nanoparticulas - .
uzon P Encapsulagio Macario et al.'”®
miehei de silica

Pancreas suino

Silica mesopo-
rosa

Ligacao cova-
lente

Wang et al.'*

Burkh'olderta Silica gel Encapsulagdo Souza et al.”
cepacia
Pseudomonas e .

SBA-15 Adsorgio fisica  Salis et al.'’
Sfluorescens

Silica mesopo Adsorgdo
Candida rugosa rosa P fisica e ligagdo ~ Yu et al.''®
‘ covalente
~ . Silica Mesopo- .
Pancreas suino P Adsorgao Fisica Wang er al.'”
rosa Amorfa
o . SBA-15 com I,
Péancreas suino Adsorgdo Fisica Zou et al.''®

liquido idnico

Burkh.olderta S,ﬂ“?a com. Encapsulagao Barbosa et al

cepacia liquido idnico

Candida rugosa - .

e Rhizopus Silica gel Ligacio Cova- Lee et al.®!
lente

oryzae

Mucormiehei e
Rhizopusoryzae

Silica Mesopo-
rosa

Adsorgio Fisica

Gustafsson et
al. 119

P. fluorescens S,ﬂl('?a C(.)EHA Encapsulagao Zarcula et al.”
liquido idnico

Burkhglderla Si0,-PVA Ligacdo Cova- Da Rés et al. '

cepacia lente

preparagdo do suporte, e desta forma influenciar na drea superficial,
porosidade, disponibilidade de grupamentos funcionais e, conse-
quentemente, na estabilidade de enzimas quando imobilizadas. O
sucesso do procedimento de imobilizacao depende da enzima a ser
imobilizada e as propriedades da superficie da proteina devem ser
consideradas a partir dos grupos funcionais, carga idnica e grupos
hidrofébicos.>* Alguns aditivos atuam como agentes modificadores de
silica e sdo relatados na literatura como polietilenoglicol - PEG, dlcool
polivinilico - PVA, caseina, gelatina, albumina de ovo ou bovina,
liquidos hidrofébicos e liquidos idnicos — Lis. 1138109121

O PEG € um polimero formado a partir do etileno glicol, que
além de muito utilizado na industria farmacéutica, pode ser utilizado
também com aditivo macromolecular durante a produgao da silica
pela técnica sol gel. Outro exemplo de polimero utilizado como adi-
tivo é o PVA. De acordo com a literatura estes aditivos poliméricos
sdo utilizados para imobilizacdo de diferentes fontes de lipases e
podem atuar na modificacao das caracteristicas fisico-quimicas dos
materiais inorganicos e organicos, na hidrofilicidade e hidrofobici-
dade, na condutividade elétrica, na carga idnica, na porosidade e nas
propriedades mecanicas.!!328121123 No estudo realizado por Soares
et al.,’* estes dois aditivos foram utilizados para a encapsulacdo da
lipase de Candida rugosa no interior de um suporte de silica sol-gel
quimicamente inerte preparado pela policondensagdo do precursor
tetraetoxisilano (TEOS). As propriedades da silica e de seus deri-
vados imobilizados foram analisadas. Nos estudos realizados por
Soares er al.™e Souza et al.'*foi observado que o uso do aditivo PEG
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proporcionou uma menor drea superficial e maior volume e didmetro
dos poros da silica obtida pela técnica sol-gel. A modificagao superfi-
cial da silica utilizando PVA apresentou efeito antagdnico comparado
ao PEG, isto €, ocorreu a diminuicdo no tamanho médio do poro da
silica na presenca PVA. Tal modificacdo deve-se possivelmente a
contragdo do gel na etapa de policondensagido completa.

Portanto, o tipo de aditivo empregado estd associado as mu-
dancas nas caracteristicas morfoldgicas do suporte e possivelmente
do sistema imobilizado, como, por exemplo, aumento dos poros e,
consequentemente, o aumento da difusdo do substrato ao sitio ativo
da enzima imobilizada ao suporte modificado por aditivos com efeitos
positivos no processo de reticulacio de obtencio da silica.

Dentre os aditivos, a albumina foi testada em comparacio com o
PEG na imobilizacao da lipase de Candida rugosa por ligagdo cova-
lente em silica silanizada e ativada com y-aminopropiltrietdxi silano
(y-APTS) e ativada com glutaraldeido, respectivamente. Os sistemas
imobilizados foram aplicados na reagio de esterificagdo para a sintese
de butirato de butila e foi avaliado o rendimento da imobilizagdo e
o tempo de meia-vida dos biocatalisadores imobilizados. O maior
rendimento de imobilizacio (59,6%) foi obtido quando na presenga
de PEG e o tempo de meia-vida quando na presenga do aditivo passou
de 64,5 h para 176 h, em comparagéo com o controle.'**

Souza et al.? utilizaram o liquido hidrofébico Aliquat®, em
diferentes concentracdes (0,5 a 3,0 % m/v), na formagdo da silica
pela técnica sol-gel para encapsulamento da lipase de Bacillus sp.
ITP — 001. Ao comparar a silica pura com a silica produzida com o
aditivo, observou-se que o Aliquat® diminuiu a drea superficial da
silica, contudo, ocorreu o aumento do volume e didmetro dos poros.
Este comportamento foi relacionado a adsor¢ao parcial da enzima na
superficie externa da silica. Os maiores rendimentos de imobilizagdo
(71%) foram obtidos com a maior concentracio de aditivo durante a
formacao da silica (1,5 % m/v). Este comportamento foi atribuido ao
microambiente hidrofébico benéfico a enzima e ao maior tamanho dos
poros proporcionado pelo aditivo. Portanto, a enzima foi imobilizada
na superficie e no interior dos poros, sem comprometimento da aces-
sibilidade do substrato ao sitio ativo da enzima e, consequentemente,
resultou em maior rendimento de imobilizacio e maior eficiéncia da
reagdo enzimadtica.

Os liquidos i6nicos (LIs) sdo utilizados na biocatdlise como
solventes verdes e agentes de modificac@o superficial da silica. Os
LIs sdo compostos formados na sua maioria por um cétion organico
e um anion inorganico ou organico e sao baseados nos principios da
quimica verde, visando processos quimicos ambientalmente mais lim-
pos, sendo conhecidos principalmente como substituintes de solventes
orgénicos voldteis em meios reacionais.'>'?” De acordo com o avango
das pesquisas e patentes sobre liquidos idnicos observou-se o aumen-
tou em escala logaritmica desde a década de 80 e, especificamente
nos ultimos 10 anos, tem-se utilizado LIs como agentes na imobi-
lizagdo de catalisadores.”!>>127130 Segundo Naushad e al.,'”® os LIs
tém mostrado o seu potencial como solvente em reagdes enzimadticas,
alterando a estrutura, a atividade, a enatioseletividade e a estabilidade
das enzimas. Assim, € de extrema necessidade o conhecimento dos
efeitos quimicos de liquidos i6nicos sobre a estrutura, estabilidade e
atividade de enzimas, o que sera til para os pesquisadores em varias
aplicagOes biocataliticas.

Uma outra alternativa para aplicagdo dos liquidos idnicos € o
seu uso como agentes de modificac¢@o superficial da silica. Os liqui-
dos i6nicos (LIs) sdo classificados em apréticos e préticos. Os Lls
aproticos (LIA) sdo aqueles considerados bons doadores de prétons
e formam ligagdo de hidrogénio, constituidos principalmente dos
cations organicos a base do imidazélio, piridino, tetraalquilaménio
e tetraalquilfosfonio, os quais ainda apresentam elevados custos de
sintese, o que dificulta sua aplica¢do industrial.>*’? Liquidos i6nicos
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proticos (LIP) possuem um préton de alta mobilidade, sao resultantes
da combinag¢do de um dcido e uma base de Bronsted e possuem van-
tagens como baixo custo, simplicidade de sintese e baixa toxicidade,
favorecendo a biocompatibilidade com as lipases.!3*!3!

Recentemente o liquido idnico € aplicado como aditivo no pro-
tocolo de imobilizagdo, durante o processo de imobilizacdo da lipase
por encapsulagdo ou no tratamento do suporte para imobilizagdo
por ligagdo covalente, exibindo aumento na eficiéncia operacional e
estabilidade catalitica do biocatalisador imobilizado.”®! 6672132134 De
acordo com Karout e Pierre,'® a presenca de LIs como aditivos pode
influenciar a estrutura da silica gel, aumentando o tamanho do poro
e protegendo a camada de hidratag¢do ao redor da enzima, evitando
a desnaturacdo da enzima pela presenga de dlcool.

Na literatura trabalhos sdo relatados com modificagdo da super-
ficie do suporte de silica comercial (SBA-15) com LI apréticos, tais
como o estudo de Zou et al.,'® os quais utilizaram liquidos idnicos
aproticos baseados em imidazol adicionados na superficie silica
mesoporosa, SBA-15. A caracterizagdo fisico-quimica e morfoldgica
dos suportes e biocatalisadores mostraram que o tratamento com
liquido i6nico para modificacdo superficial ndo causa impedimento na
ligagdo da enzima e suporte, demonstrando a inducdo de um nimero
relativamente elevado de liquido i6nico e enzima dentro dos canais
mesoporosos do suporte e o aumento da eficiéncia catalitica.

O mais recente trabalho realizado por Zou et al.® utilizou a silica
comercial mesoporosa de baixo custo obtida comercialmente da
Makall Chemical Technology Co., Ltd. (Qingdao, China). A silica
foi modificada com diferentes agentes baseados em trimetoxipropil-
silano ou liquido i6nico como fonte de grupamento alcoxissilano,
que reagem com grupamentos de hidroxila da SiO,. Os resultados
mostraram que o liquido idnico foi mais eficiente do que fontes
convencionais de alcoxissilano, com rendimento de imobilizacio
da lipase de pancreas suino de 97% e a atividade relativa superior a
62% ap6s cinco reciclos.

Hu et al.? relataram que a imobilizagdo da lipase de Burkholderia
cepacia também em SBA-15 modificado com diferentes liquidos i6ni-
cos aproticos foi uma estratégia eficiente para melhoria da estrutura
de poros, do fortalecimento das interacdes enzima superficie e das
propriedades do sistema imobilizado (estabilidade térmica e opera-
cional, capacidade de reutilizacio, estabilidade de armazenamento
e estabilidade em solventes organicos). A eficiéncia da imobilizacio
neste estudo, além da melhoria da estrutura do suporte, deve-se tam-
bém ao microambiente formado pela amina e o LI, mantendo assim
a conformacdo favoravel da enzima.

No entanto, para o uso de liquido i6nico préticos pode-se anali-
sar o estudo realizado por Souza et al.’ para encapsulagéo da lipase
de Burkholderia cepacia pela técnica sol-gel. Neste estudo foram
utilizados liquidos i0nicos préticos baseados em monoetanolamina
com diferentes comprimentos de cadeia alquilica e em diferentes
concentracdes (0,5 - 3,0% m/v). Os rendimentos de imobilizacio
das lipases resultaram em valores elevados quando comparados ao
sistema imobilizado na auséncia de LI, com aumento da eficiéncia
catalitica em 35 vezes. O efeito positivo observado foi atribuido
ao revestimento que o LI proporcionou aos poros e a superficie do
suporte selecionado (silica), além da prote¢do da estrutura da lipase
durante a obtencdo do biocatalisador imobilizado, atuando como um
agente estabilizador da enzima e protetor contra a inativacdo pelo
dlcool durante a encapsulagao.

A modificacdo superficial do suporte ocorre também por meio
da adicdo de grupos funcionais especificos na superficie do suporte
e € aplicada também como pré-requisito para a imobilizacdo de uma
enzima em uma superficie sélida. Quando tais grupos estio ausentes,
o suporte € submetido a uma modifica¢do quimica por meio de agen-
tes sinalizantes e/ou bifuncionais.**3¢13% A modificacdo superficial
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utilizando agentes silanizadores baseia-se na silaniza¢do com orga-
nosilanos, a qual ocorre por meio da reacio entre grupos reativos
do tipo alcoxi (metoxi, etoxi) presentes em alcoxissilanos mono, bi
ou trifuncionais e os silandis superficiais da matriz inorganica. O
material resultante contém cadeias organicas pendentes que podem
ser covalentemente ligadas por meio de ligagdes do tipo Si-O-Si-R,
sendo hidroliticas e termicamente estdveis, em que R representa uma
cadeia orginica contendo um grupo funcional especifico. J4 os agentes
bifuncionais promovem uma forte ligagio entre o suporte (silaniza-
dos ou ndo) e os grupamentos presentes na enzima, como hidroxil,
mercapto, ou amina, permitindo uma flexibilidade conformacional
mais ampla.!'#7%1% Ag reacGes na superficie do suporte podem ser
por: diazotizacdo, formagdo de ligagdo amida, alquilacio e arilag@o,
formacido de base de Schiff, rea¢do de Ugi, reacdes de amidinagao,
troca do dissulfeto-tiol, intera¢des enzima-mercurio e ligacdo indu-
zida por radiagdo.?!¥%

Dentre estes agentes, os mais utilizados sdo 3-aminopropiltrime-
toxissilano, 3-aminopropiltrietoxissilano e 3-cloropropiltrimetoxis-
silano, epicloridrina, glutaraldeido, glioxal, formaldeido, 1-etil-3-
-[3-dimetilaminopropil] carbodi-imida, etilenodiamina, glicidol,
carbonildiimidazol e outros.'*'®%2 Na Figura 6 é possivel verificar
ampla gama de grupos funcionais que podem ser adicionados apds
modifica¢do na superficie da silica para imobilizag¢do de lipases, de
acordo com Hartmann e Kostrov.'*

NH,

Figura 6. Ativagdo de suporte de silica com diferentes grupos bifuncionais

Paula et al.'' imobilizaram pela técnica de adsor¢do fisica e
ligag@o covalente a lipase de Candida rugosa em matriz hibrida
constituida de polissiloxano-dlcool polivinilico (POS-PVA). Na
imobilizagdo da lipase por adsor¢do fisica em POS-PVA previa-
mente neutralizado com solucéo aquosa de NaOH foi verificado o
rendimento de imobilizagdo de 96,5%. Quando utilizado o suporte
ativado com agente bifuncional glutaraldeido foi verificado um pe-
queno decréscimo na atividade e no rendimento quando comparado
aos mesmos parametros referentes a imobiliza¢do por em POS-PVA
puro, 81,5%. Esta diferenca pode ter sido ocasionada pela modifica-
¢do conformacional da enzima durante a etapa de fixagdo no suporte
ativado com glutaraldeido, no qual altera a estrutura tridimensional
do sitio ativo da enzima, tornando partes da molécula enzimdtica
inacessiveis ao substrato palmitato de p-nitrofenila. Porém, vale
ressaltar que apesar do pequeno decréscimo no rendimento de imo-
bilizagdo, o sistema obtido por adsorg¢ao fisica apresentou uma perda
acentuada da atividade de esterificagdo na segunda batelada, com
subsequente perda total na terceira batelada, o que correspondeu a
um tempo de meia-vida de 39 h. Essa perda foi menos significativa
quando comparada ao sistema obtido por liga¢do covalente utilizando
o agente glutaraldeido, mantendo-se por seis bateladas e tempo de
meia-vida de 81 h.

No estudo realizado por Yang et al.'** a lipase de Arthrobacter
sp. foi imobilizada pelo método de ligacdo covalente convencional
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e o de ligagdo cruzada. O glutaraldeido foi utilizado na modificagio
da silica obtida pela técnica sol-gel e utilizada como suporte. Apds
imobiliza¢do foi possivel alcangar melhores propriedades cataliticas,
permitindo a reutilizagdo do biocatalisador imobilizado pelo método
de ligagdo cruzada por 9 vezes. A maior eficiéncia no método de
ligagdo cruzada deve-se a duas etapas durante a imobilizagdo: na
primeira etapa ocorre a ligacdo covalente da enzima ao suporte e na
segunda etapa ocorre a agregagio das enzimas por meio da adicdo
do glutaraldeido, obtendo-se, assim, o reticulado do sistema imobi-
lizado. Portanto, o aumento global da atividade catalitica do sistema
reticulado em comparag@o com o biocatalisador imobilizado apenas
por ligacdo covalente unipontual, deve-se possivelmente a maior
carga de enzima alcancada nesta técnica de imobiliza¢do.*!1%143 Nos
espectros de FTIR apresentados no trabalho, € possivel verificar os
picos presumivelmente da imina de base de Schiff produzida pela
reag¢do da amina com glutaraldeido.

Santos et al.** produziram um suporte obtido pela técnica sol-gel
utilizando os precursores tetraetoxissilano (TEOS) e dlcool polivini-
lico (PVA) para imobilizagdo da lipase de Pseudomonas fluorescens
por ligagdo covalente utilizando o agente epicloridrina. Os resultados
foram comparados com suporte tratado com o agente glutaraldeido,
para os quais foram obtidos os maiores rendimentos de imobilizagio e
eficiéncias de imobiliza¢do em sistemas utilizando silica ativada com
epicloridrina. A eficiéncia obtida se deve a maior presenga de pontos
de ligacdo covalente entre a enzima e o suporte, fendmeno confirmado
por meio da determinagdo das propriedades morfoldgicas. O diferente
comportamento durante a ativacdo do suporte indica que diferentes
modifica¢des quimicas foram produzidas por cada agente de ativagao.
Durante a ativacdo com glutaraldeido ocorreu provavelmente uma
reagdo entre o grupamento carbonila do aldeido e os grupos hidroxilo
do PVA, por meio do mecanismo acetal, deixando uma extremidade do
gluteraldeido formada por um grupamento carboxila que poderd se ligar
ao grupo NH, da enzima. Por outro lado, quando a epicloridrina € utili-
zada, grupos epoxi sdo formados na superficie do suporte e apenas um
grupamento hidroxila € necessdrio para a ligacao. Consequentemente,
um maior nimero de sitios ativos da enzima estara disponivel para imo-
biliza¢do devido a maior reatividade dos grupos epdxi. As suposigdes
do tipo de reagdo foram confirmadas pelo espectro de FTIR, no qual
ap6s modificagdes quimicas do suporte o pico correspondente ao grupo
hidroxila foi menor para epicloridrina comprado ao glutaraldeido. E os
picos intensos e estreitos foram encontrados nos difratogramas de raios-
-X, evidenciando assim a estrutura cristalina da lipase livre presentes
nos derivados imobilizados em suporte modificado superficialmente
com o agente epicloridrina.'*

A silica obtida por Bernal ef al.'"® por meio da mistura de rea-
gentes SiO,: Na,O: CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio): EtAc
(acetato de etila): H,0: H,O passou por um processo de derivatizagdo
para sua modifica¢do superficial, obtendo-se trés tipos de suporte:
suporte hidrofilico com a presenca de grupos glioxila (SG), suporte
hidrofébico com grupos octila (SO) e suporte hidrofilico-hidrofébico
com ambos (SGO). As lipases de Pseudomonas stutzeri e Alcaligenes
sp. foram imobilizadas por ligacdo covalente multipontual de acordo
com cada suporte, com a finalidade de favorecer a formagao de Bases
de Schiff entre grupos aldeido do suporte e grupos de residuos de
lisina na superficie da proteina amino- . O suporte SGC foi o suporte
mais eficiente para imobilizacéo das lipases e aplica¢@o na sintese de
ésteres de agticar, permitindo maior ativacdo interfacial e estabilizagdo
da enzima imobilizada covalente na sua superficie modificada. A
nanoparticula de silica coloidal, assim denominada por Cruz et al.'®®
2010, na presenca de modificadores da estrutura: 2,2,2-trifluoroetanol
(TFE) e ditiotreitol (DTT), foi aplicada para imobilizacio da lipase
de Candida antarctica lipase B (CALB) e Thermomyces lanuginosus
(TLL) por adsor¢do fisica. Os biocatalisadores imobilizados foram



Vol. 38, No. 3

aplicados em reacdes na presenca de solventes organicos. Observou-se
que foi possivel o revestimento da superficie sélida do suporte modi-
ficado com a lipase com impedimento da limitagdo de transferéncia
de massa. Baseando-se no perfil apresentado nesta revisdo biblio-
gréfica, pode-se afirmar que o uso de aditivos em estudos propostos
por pesquisadores desde 2000 apresentaram resultados promissores
na modificagdo de silica. Nos primeiros estudos foram verificados
efeitos positivos e negativos na modificacdo da superficie da silica
com uso de PEG, compostos de poli-hidroxil, albumina, gelatina,
sorbitol, glicerol ou triacilglicerdis.'* A partir destes resultados
recentes descritos na literatura e discutidos nesta revisdo podemos
afirmar a necessidade da continuidade de estudos relacionados ao
uso de diferentes aditivos na modificag@o da silica e a aplicacdo na
imobilizacdo de enzimas.

CONCLUSAO

O desafio do estudo da modificagdo das superficies da silica nos
ultimos anos tem apresentado o desenvolvimento de suportes para
imobilizacdo de enzimas que permitam a conversdo catalitica por
meio de processos ambientalmente corretos. A silica utilizada na
imobilizacdo de enzimas € um suporte atrativo ao setor industrial
devido a sua seguranga toxicoldgica e promoc¢do da estabilidade da
enzima e a sua reutiliza¢do. Portanto, a modificac@o superficial da
silica supre a necessidade de desenvolimento de novos suportes, pois
a silica pode ser modificada a fim de proporcionar maiores interacdes
com a enzima quando utilizados para catalisar uma série de reacdes
de grande valor agregado e os exemplos descritos nesta revisao mos-
tram que a imobiliza¢@o de enzimas em silica € bastante promissora
na preparacao de biocatalisadores ativos e que ha a necessidade de
novas metodologias para melhoria da imobiliza¢do de enzimas que
ainda poderao ser exploradas.
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