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APRESENTACAO

A colecao “Ciéncia, Tecnologia e Inovacao: A Nova Producéo do Conhecimento” é
uma obra que tem como foco principal a discusséo cientifica por intermédio dos trabalhos
que compdem seus capitulos. O volume abordara, de forma categorizada e interdisciplinar,
resultados de pesquisas, relatos de casos e/ou revisbes que transitam no pluralismo
conceitual e epistemolégico da Ciéncia, da Tecnologia e da Inovagéo.

O objetivo central do livro é apresentar, de forma categorizada e clara, estudos
desenvolvidos em diversas instituicdes de ensino e pesquisa do Brasil e de outros paises
sul-americanos. Partindo do pressuposto que a Tecnologia ndo se limita ao uso de
equipamentos digais, todos os trabalhos manifestam a Tecnologia como uma forma de
conhecimento que emerge da atividade humana em busca do desenvolvimento e da melhoria
de sua qualidade de vida. Temas diversos e interessantes séo, deste modo, discutidos aqui
com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres, doutores e todos
aqueles que de alguma forma se interessam pela inovacao do conhecimento por meio do
conhecimento cientifico e tecnoldgico.

Na obra, contamos com trabalhos que discutem desde a trajetéria da linguagem
fundamentada pela filosofia contemporanea até o conceito de Inteligéncia Artificial.
A importéncia da inovagcdo também é ressaltada por meio de trabalhos que discutem os
impactos da tecnologia na segurancga publica, na contabilidade ambiental, na caracterizagao
de mercados e até mesmo em empresas construtoras. Ha trabalhos que apresentam os
beneficios emergentes do aprimoramento de novas técnicas para o desenvolvimento de pasta
geopolimérica e para o reaproveitamento de Rejeito e Estéril. Outros capitulos discutem os
beneficios provenientes das inovac¢des, como a conservacgdo de recursos hidricos e outras
conscientizagcbes ambientais. Em relagéo a conceitos vinculados a Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, h& capitulos que discutem a imobilizacéo de lipases, que s&o enzimas que
catalisam a quebra de gorduras, e o estudo da utilizacdao de Plantas Alimenticias Nao
Convencionais. Os demais capitulos debatem a respeito das potencialidades, das tecnologias
computacionais, para o desenvolvimento de novos exames médicos, de novos combustiveis
para aviagcdo e também para o georrefenciamento de doengcas em épocas pandémicas.

Deste modo, essa leitura proporcionara um repertério de trabalhos bem
fundamentados e com resultados praticos, obtidos por diversos professores e académicos
que arduamente desenvolveram seus trabalhos que aqui seréo apresentados de maneira
concisa e didatica. Sabemos o quao importante é a divulgagcéo cientifica, por isso
evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma
consolidada e confidvel para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.

Edson Ribeiro de Britto de Almeida Junior
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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo
revisar processos de imobilizacdo da lipase e
suas aplicagbes biotecnologicas. A biocatélise
tem ganhado interesse de pesquisadores, por
sua plicacéo ligados a quimica verde. A utilizagéo
de enzimas na industria favorece a biocatélise,
porém o seu custo torna o processo com valor
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elevado, como também a enzima no processo final ndo pode ser recuperada para ser
reutilizada, com base nessa realidade, o estudo de métodos de imobilizagdo, que auxiliam na
fixacdo de uma enzima em um suporte, favorece a reutilizagdo das enzimas e promovendo
o reuso, assim diminuindo custos. Os métodos de imobilizagdo mais conhecidos s&o: por
adsorcao fisica, ligagéo idnica, ligagcdo covalente, aprisionamento (encapsulagdo) e por
reticulagdo. E importante o conhecimento de cada método que consiste em vantagens e
desvantagens para assim ser utilizado. Atualmente € relatado aplicagcdes dessas enzimas
(lipases) imobilizadas e aplicadas em processos biotecnolégicos, com aplicabilidade em
insdustrias. Sendoassim, o presente trabalho visa apresentar um panorama das principais
métodos de imobilizacdo e aplicagdes.

PALAVRAS-CHAVE: Suportes, imobilizacao, lipases, biocatalise.

IMMOBILIZATION OF LIPASES: AN OVERVIEW OF IMMOBILIZATION
METHODS AND APPLICATIONS

ABSTRACT: This work aimed to review lipase immobilization processes and their
biotechnological applications. Biocatalysis has gained interest from researchers, for its
application linked to green chemistry. The use of enzymes in the industry favors biocatalysis,
but its cost makes the process high in value, as well as the enzyme in the final process cannot
be recovered to be reused, based on this reality, the study of immobilization methods, which
help in the correction of an enzyme in a support, it favors the reuse of enzymes and promoting
reuse, thus reducing costs. The best known methods of immobilization are: by physical
adsorption, ionic bonding, covalent bonding, trapping (encapsulation) and by crosslinking.
It is important to know each method that consists of advantages and disadvantages to be
used in this way. Currently, applications of these enzymes (lipases) immobilized and applied
in biotechnological processes are reported, with applicability in industries. Thus, the present
work aims to present an overview of the main immobilization methods and applications.
KEYWORDS: Supports, immobilization, lipases, biocatalysis.

11 INTRODUGAO

Nos ultimos anos a biocatélise vem se destacando por ser uma ferramenta importante
para industria e tem sido explorado principalmente na area de biocatalisadores naturais,
que tem por finalidade transformar reacbes quimicas através de compostos organicos,
assim destacando-se por ser uma tecnologia aplicada em sintese de produtos (SCHMID A
et al., 2001; SUN et al., 2018).

Enzimas tem se destacado por suas condicdes de catalisadores naturais, entre
elas a lipase, atuam na interface organica aquosa catalisando a hidrélise das ligagoes éster-
carboxilicas presentes em acilglicerois liberando acidos organicos e glicerol (POHANKA,
2019). Apesar de serem catalisadores com alta especificidade pela reacao que catalisam
em condicOes amenas, as lipases tem restrincdo quando a sua aplicacdo em forma livre,
devido a sua dificil remog¢é&o da solugéo, tornando o processo caro (LAGE et al., 2016).

Sendo assim a imobilizacdo surge como um processo que visa reduzir a perda de

Ciéncia, Tecnologia e Inovacao: A Nova Producao do Conhecimento Capitulo 12 “



atividade ou inativagéo da enzima por influéncia de moléculas de substratos como &cidos
graxos e éalcoois (LAGE et al., 2016). Para eficiéncia do processo de imobiliza¢do a escolha
do método adequado é importante, pois ird promover um biocatalisador estavel. Mendes e
colaboradores (2011) afirmaram que deve ser feito testes com finalidade de identificar qual
a melhor técnica e suporte para que haja efeitos eficientes para imobilizagéo.

Com o devido crescimento do processo de imobilizagdo (suportes com enzimas)
as industrias que mais tem utilizado produtos derivados de enzimas imobilizadas séo,
indUstrias de bebidas, cosméticos e farmacéutica (OLIVEIRA et al., 2018). A partir dessas
informacdes objetivo-se nesse trabalho revisar a literatura os métodos de imobilizacao
enzimatica e suas aplicagcbes biotecnoldgicas.

2|1 BIOCATALISE

A biocatalise € uma ferramenta que explora o uso de biocatalisadores naturais,
com finalidade de transformar reac6es quimicas através de compostos organicos, sendo
que a biocatélise tem como a principal diferenca dos processos quimicos convencionais,
a cinética enzimatica, proteinas estabilizadas para aplicagbes industriais, uma ferramenta
com amplas aplicagcdes em processos industrias (SCHMID et al., 2001).

Os biocatalisadores se destacam por conter caracteristicas importantes ligados
a “Quimica verde” (OMORI et al, 2012). Estes possuem caracteristicas como: uso de
reagentes biodegradaveis (catalisadores de fontes naturais), alta seletividade, condi¢des
brandas de reacdes (temperatura e pressao) (OMORI et al, 2012), a minima formacgéo de
produtos indesejaveis (produtos secundarios), os produtos finais séo de faceis separacoes
e recuperacéo (CASTRO et al, 2014).

Consequentemente, a biocatalise tem se destacado até agora como uma das
principais tecnologias quando se trata da sintese de produtos. E mesmo com inUmeras
histérias de sucesso no passado e presente, no entanto, uma série de desafios ainda
existe, como a descoberta de novos biocatalisadores (SUN et al., 2018).

31 ENZIMAS

Atualmente enzimas tém sido exploradas nao s6 por ser altamente seletiva para
a sintese de moléculas, mas também por conter atividades elevadas, estabilidade e
por conduzirem reag¢des (SUN et al., 2018). Por serem biocatalisadores nao-toxicos, as
enzimas aceleram a taxa de reacdo, com grande potencial de versatilidade na catélise
(MENESES et al., 2017).

A utilizacdo de enzimas, embora seja altamente atrativa, possui a grande
desvantagem na sua utilizagdo, seja na forma soluvel ou na forma de preparados em

p6 (forma livre) que é a sua remogdo do meio para posterior aplicagdo, assim como a
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contaminagéo do produto final desejado. (LAGE et al., 2016).

Com objetivo de evitar perdas e atender a qualidade, se faz necesséario o processo
de imobilizagdo, permitindo a aplicacdo de enzimas como biocatalisadores em processos
produtivos e a utilizagdo em industrias. (ANTONY; MOHANAN, 2019). Chibata e
colaboradores (1978), definiu como imobilizagdo enzimatica sendo a técnica que mantém o
biocatalisador fisicamente confinado ou localizado numa regido especifica do suporte com
retencao da sua atividade catalitica, podendo ser reutilizado continuamente (FERNANDES
et, al., 2010).

Sao conhecidos varios métodos de imobilizacdo enzimatica (Figura 1), aplicando
diferentes protocolos no processo de imobilizacdo em que suportes sélidos sdo baseados
em imobilizacdes fisicas e quimicos(NEKTARIA MARKOGLOU, 2003).

Com o processo de imobilizagdo algumas caracteristicas da enzima podem sofrer
alteragbes, tais como atividade catalitica e a sua conformagéo, isso ira variar conforme
método escolhido de imobilizagdo (NEKTARIA MARKOGLOU, 2003).

Sendo assim diversos protocolos tém sido empregados no processo de imobilizag¢ao.
Esse processo esta ligado a vantagens e desvantagens, (MENESES et al., 2017). Por essa
raz&o é importante o conhecimento sobre os diferentes tipos de suporte.

Técnicas para Imobilizacio de Enzimas

|
[ |
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Figura 1: Principais técnicas de imobilizagdo enzimatica (JEGANNATHAN; ABANG, 2008).

3.1 Suportes

Os suportes podem ser classificados como orgénicos e inorganicos, em relagéo a
morfologia podem ser classificados em porosos, ndo porosos e estrutura em gel (DALLA-
VECCHIA; NASCIMENTO, 2004). A importancia de conhecer as caracteristicas fisicas
do suporte (polaridade, razdo molar de hidréfilo para grupos hidrofébicos, tamanho de
particula, area superficial, porosidade e tamanho de poro) ira definir a quantidade de lipase
ligada e a atividade da lipase ap6s a imobilizacéo. (STOYTCHEVA et al., 2011). De maneira
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geral os suportes que tem caracteristicas de porosidade tem vantagens por conter uma
area superficial maior onde a lipase pode ser adsorvida tanto na parte externa quando
interna dos poros (OZTURK, 2001).

Os polimeros naturais como os sintéticos sdo muito utilizados em processos de
imobilizagdes, os polimeros naturais apresentam caracteristicas de serem de baixo custos
e degradaveis na natureza, enquanto os polimeros sintéticos s@o versateis e apresentam
caracteristicas de variedades em suas formas fisicas como também na estrutura quimica
apresentando-se como um suporte ideal (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO, 2004).

3.2 Lipases

Entre as enzimas de interesse industrial, lipases desfrutam de uma posicao
privilegiada e destacam-se por sua importancia, devido ao grande niumero de reagdes que
séo catalisadas por elas em sistemas organicos, com elevada estabilidade, e baixo custo
comercial (MENESES et al., 2017; RODRIGUES et al., 2019).

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas ubiquas,
que catalisam a quebra de diversas moléculas tais como moléculas de acil glicerol de
maneira aleatoria, e assim produzindo intermediérios como &cidos graxos livres, glicerol,
monoacilglicerois e diacilgliceréis (POHANKA, 2019).

As lipases possuem uma propriedade estrutural particular que é presenca de uma
“tampa” ou “borda”, que pode mudar a sua conformag¢do de maneira a controlar o acesso
das moléculas de substrato ao sitio ativo da enzima.

Conhecendo essas caracteristica a imobilizagao é essencial a sua aplicagdo, sendo
assim o método a ser escolhido deve ser avaliado, para determinar qual o melhor a ser
aplicado e adaptado ao processo, levando em considerag¢éo custo e tempo, para viabilizar
0 método, pois estes par@metros influenciam diretamente no processo, bem como no custo
do produto final (FERNANDES, et al.,2010).

41 LIPASES IMOBILIZADAS

Para utilizagdo das lipases se faz necessario a imobilizacao, para serem aplicadas,
contudo, é importante conhecer os métodos de imobilizacdo para melhorar as propriedades
das lipases, conhecendo vantagens, desvantagens e custos de cada processo (RODRIGUES
et al., 2019).

4.1 Imobilizacao por adsorcéo fisica

A adsorcéo fisica é considerado o método mais simples de imobiliza¢do, pois se
trata uma mistura com condi¢bes apropriadas envolvendo o suporte insolivel em uma
determinada solugdo enzimatica, ao qual é realizado posteriormente uma separag¢édo do
derivado. Esse processo ocorre devido as interagdes dos grupos superficiais da enzima
com os grupos superficiais do suporte através de atracdes eletrostaticas e interagdes nao-
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covalentes estdo envolvidos nesse processo de imobilizacdo: interagdes eletrostaticas,
interacdes hidrofdbicas, forca de Van der Waals, interacdes idnicas, adsorcao fisica (ZHAO
et al., 2015). Comparando a imobilizagéo por adsorcéo fisica com as demais técnicas, a
adsorcao é vantajosa por seguintes aspectos: custo baixo dos materiais e procedimento,
condicbes de faceis operacgOes, facil regeneragdo para a reciclagem, recuperagdo de
elevada atividade da lipase e nenhuma necessidade de utilizagdo de aditivos quimicos no
processo de imobilizagdo. (ZHAO et al., 2013)

Foi relatado por Wu (2007), que a estabilidade e atividade da lipases imobilizadas,
podem ser melhoradas por tratamento com uso de solventes polares, que auxilia na
ativacéo dos sitios da enzima. Outros pardmetros no processo de imobilizagdo como, pH
e forca ibnica do meio e a relagdo entre concentragdo da enzima e o suporte também
s@o importantes na eficiéncia da imobilizagdo. A influéncia da forca ibnica pode afetar
diretamente a capacidade de ocorrer uma adsorgéo eficiente, como também o pH do
tampé&o € igualmente importante uma vez que as interagbes ibnicas sdo cruciais para a
imobilizacdo. De maneira geral a adsorcdo maxima é observada a valores de pH perto
do ponto isoelétrico da enzima. No processo de imobilizagdo a interacdo eletrostatica e
hidrofébica é a forca motriz que direciona a imobilizagdo (ZHAO et al., 2015)

4.2 Imobilizacao por ligacao id6nica

Ocorre no processo de imobilizacdo por ligacdo ibnica a ligacéo feita através
de ligacdo de sal, onde o suporte possui grupos funcionais ionizaveis que interagem
especificamente com os grupos funcionais da enzima. Também nesse processo podem
ocorrer interacbes por adsor¢do, porém prevalecem as iénicas por serem mais fortes e
ligacbes quimicas (FERNANDES, et al., 2010).

Nesse processo 0s suportes idbnicos sdo carregados negativamente (suportes
catiénicos) ou positivamente (suportes aniénicos) e a eficiéncia da imobilizacao por ligacao
ibnica pode ser analisada de acordo com as condi¢cdes de operacdo do processo, como
propriedade tamponantes do meio que devem ser compativeis com o suporte ao qual
devera favorecer a substituicdo dos seus ions pelos grupos ionizados da enzima (ZHAO
et al., 2015).

Assim para que ocorra a imobilizacéo via ligagao idnica, &€ necessario que ocorra o
controle principalmente do pH e da forga idnica do meio onde a preparacéo sera realizada.
Ja como desvantagem, esse método faz com que a ligagdo ibnica promova pequenas
alteragbes na conformacdo e o local ativo da lipase, retendo a atividade da lipase na
maioria dos casos. (ZHAO et al., 2015). Contudo, dentre as vantagens de se aplicar esse
método, estad na sua reutilizacdo, simplicidade do processo e diminui¢do na lixiviagdo.
Porem alguns estudos ja demonstraram que diferentes niveis de estabilizacdo podem ser
efetivos utilizando diferentes métodos de imobilizagcdo (RUEDA et al., 2016).
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4.3 Imobilizacao por ligacao covalente

A ligacao covalente refere-se ao processo de imobilizar enzimas através da reacédo
quimica entre os residuos de aminoacidos ativos fora do sitio catalitico e de ligagéo ativo da
enzima para com 0s grupos ativos da transportadora (STOYTCHEVA et al., 2011).

A imobilizacdo enzimatica pelo método de ligacdo covalente € um dos métodos
mais utilizados e estudados (MOHAMAD et al., 2015a). Assim a forca que ocorre pela
imobilizagé@o por ligacao covalente € a mais estavel dentre todas as interacdes possiveis
nos processos de imobilizagdo. Ocasionam melhorias na estabilidade da enzima, ao qual
dentre suas vantagens estdo que a metodologia de imobilizacdo por ligacdo covalente
evita o fendmeno de dessor¢ao, que ndo é desejado nesse processo, além de favorecer
0 aumento da vida Util e da estabilidade térmica da enzima, ocorrendo a diminuicdo da
velocidade de desativacao espontanea enzimatica (PEREZ et al., 2007).

Além disso, esse procedimento favorece a rigidez na estrutura da enzima, o que
consequentemente limita o seu movimento quando submetida as altas temperaturas
ou mudancgas de pH (ZHAO et al., 2015). Entretanto as condicbes de pré-paragédo para
imobilizacéo covalente é rigoroso com o uso de alguns e a enzima pode perder a sua
atividade durante o processo de imobilizacdo, assim pode ocorrer uma facilidade de
alteracé@o na estrutura terciaria nativa da enzima, assim causando subsequente reducéo
da atividade catalitica enzimatica. Ocorre nesse processo as condicdes mais drasticas e
0 maior numero de etapas de reacéo, levando a mais tempo para a sua realizagdo, séo
inconvenientes deste método de imobilizagéo, portanto, o custo dessa imobilizagéo é alta
(ZHANG et al., 2012).

4.4 Imobilizacao por aprisionamento (encapsula¢ao)

A imobilizacdo por aprisionamento esta relacionada a captura de enzimas dentro
de uma rede polimérica ou microcapsulas de polimeros que permite que o substrato e os
produtos a passar através dela, a enzima fica livre no meio reacional, mas restrita a um
espaco fisico (ZHANG et al., 2012).

Contudo, ap6s o aprisionamento das enzimas, a lipase nado ficam ligadas na
matriz polimérica ou capsula, mas a sua difuséo é limitada. Comparando com as lipases
fisicamente adsorvidas, as lipases imobillizadas via encapsulacéo sdo mais estaveis devido
a nao correr interagdes fisicas ou ligagdes quimicas estabelecidas entre a enzima e o
suporte. Com isso a disponibilizacédo de grande area superficial para o contato entre o
substrato e a enzima no interior de um volume relativamente pequeno, aumenta a atividade
catalitica da enzima (MENDES et al., 2011).

Também pode ocorrer possibilidade de imobilizacao simultanea de diferentes enzimas
em uma unica etapa, sendo assim uma grande vantagem oferecida pela utilizacdo deste

método de imobilizagdo (VILLENEUVE et al., 2000). Esse processo é considerado simples
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e a atividade da lipase é mantida. Porém, a desvantagem esta em que a lipase imobilizada
mostram em um aprisionamento relativamente diminuindo a sua estabilidade. Em produgao
de biodissel a taxa de conversao € baixa, de vido a proteinas que contem elevadas massas
molares sdo impedidas de penetrar no interior de uma capsula, porem os substratos e
produtos de menor massa molar pode passar livremente pela membrana semipermeavel.
Como resultado somente substrato de baixa massa molar podem ser empregados com
este tipo de enzima imobilizada, e esta € uma das principais desvantagens deste tipo de
imobilizacdo (ZHANG et al., 2012).

4.5 Imobilizacao por reticulacao

O processo de imobilizagcéo por reticulagéo refere-se ao processo para imobilizar
a enzima utilizando formacgéao de ligagdes cruzadas intermoleculares. Essa ocorre através
da adicdo reagentes de reticulagdo multifuncionais, tais como o glutaraldeido (OZTURK
BANU, 2001).

De maneira geral esta técnica de imobilizagdo ocorre de maneira livre, sem o
apoio, envolve unir enzimas uns aos outros para formar uma estrutura tridimensional.
Assim apenas as lipases podem ser imobilizadas diretamente do seu caldo fermentativo e
recuperados como reticulados agregados de enzimas (GUPTA et al., 2009).

Com todas as vantagens, do processo de ligacao cruzada, essas reagdes sao
geralmente realizadas em condigOes relativamente severas, fazendo uso de reagentes de
ligacdo cruzada que podem alterar a conformacao de lipases e potencialmente ocasionar
a significativa perda de escala de atividade. Outras desvantagens desse processo sdo 0s
baixos rendimentos de imobilizacdo, como também a auséncia de propriedades mecéanicas
desejaveis. Com finalidade de minimizar estes dois problemas, a reticulacdo deve ser
sempre combinada com outras técnicas de imobilizagéo, tendo como exemplo a adsorcéo
fisica (ZHAO et al., 2015).

51 APLICAGCOES DAS ENZIMAS IMOBILIZADAS

Areacao natural das lipases é catalisar a hidrélise de liga¢des éster o que permite que
estas enzimas sejam utilizadas em diversas reagdes. E quando essas enzimas encontram-
se imobilizadas em suportes, as suas caracteristicas tornam vantajosas, pois sdo mais
promissoras na aplicacao industrial em relagdo as enzimas soltveis (FERNANDES et al.,
2006).

Assim as lipases tém se destacado em aplicagbes nas industrias de enzimas
imobilizadas ao qual esta a producéo de xarope de glicose e frutose utilizando o amido
de milho, a producéo de acido 6-amino penicilinico, penicilina semi sintética com o uso
da enzima penicilina-G ou L-acilase, produg¢éo de acrilamida em que empregando células
imobilizadas na producdo de aspartame com a termolisina imobilizadas. Também ocorre
a utilizacdo de enzimas imobilizadas para a produgéo de varios L-amino&cidos (como a
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L-alanina, L-isoleucina, L-metionina, L-fenilalanina, L-triptofano e L-valina), usados com
finalidade de aumentar o valor nutricional de alimentos industrializados e para hidrélise da
lactose presente no soro do queijo (ZHANG et al., 2012).

Atualmente a economia, estima que a producéo e venda de lipase é de cerca de
10% de todas as enzimas comercializadas (GUERRAND, 2017). Na aplicacéo na industria
de produtos alimentares, bebidas e alimentos para animais & o mais tipico para lipase ao
qual representa cerca de 55% de lipase comercializados. Ja na utilizagdo de fabricacéo
de produtos de limpeza é de cerca de 25% do mercado de lipase e a produgédo de
biocombustiveis € de 10%. Na aplicagéo em biotecnologia moderna, as lipases microbianas
prevalece como o tipo mais comercializado de lipase. Estima-se que 90% das lipases
vendido tém uma origem microbiana (POHANKA, 2019).

61 CONSIDERAGOES FINAIS

Os processos de imobilizagdo enzimatica vém se destacando dentre as pesquisas
que buscam utilizagcdo de biocatalisadores para aplicagdes em industrias alimenticias e
farmacéuticas. Conforme observado nessa revisdo de literatura, varios metodos séao
utilizados como meio de fixar a enzima em um suporte, assim com objetivos de reduzir
custos e promover maior utilizagdo das enzimas e suas atividades. Diversos trabalhos
abordam o grande Interesse por imobilizagdo de enzimas e a lipase, isso devido aos
custos e sua aplicabilidade, sendo favorecida a utilizagdo em escala industrial em que os
métodos de imobilizagdo podem ser aplicados conforme suas vantagens e desvantagens
ao processo. Diante disso a importancia de abordar e revisar a imobilizacdo da enzima
lipase.
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