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RESUMO

O obijetivo do presente estudo foi imobilizar a Lipase AK de Pseudomonas fluorescens
in situ em suporte zeolitico mesoporoso (MCM-48). Para tanto, foi utilizado o liquido
ibnico (1-hexadecil-3-metilmidazolio) como direcionador de estrutura (MCM-48) e
aditivo de imobilizacdo para a formacéo das estruturas nanomericas do MCM-48. O
processo de imobilizacdo foi avaliando através do rendimento, o qual apresentou
rendimento de 664%. A influéncia da concentracéo de liquido idnico (Li) e da enzima
utilizados no processo de imobilizacao foram estudados com o emprego da técnica de
planejamento de experimentos com medida de atividade de esterificacdo do
imobilizado. Um DCCR 22 completo, variando a concentragao de enzima de 0,059 a
0,341g e de liquido iénico (LI) de 1,27 a 3,528g foi realizado, e com o tratamento dos
dados pode-se verificar efeito negativo para a concentracdo de Li e positivo para a
concentracdo de enzima. Entdo, um novo DCCR 22 completo foi realizado, deslocando
os niveis de Li de 0,472 a 2,728g e de enzima de 0,159 a 0,441g, a méxima atividade
do imobilizacdo (578U/g) foi obtida no ensaio 8 (1,6g de LI e 0,441g de enzima). O
imobilizado obtido no ensaio 8 foi utilizado para a avaliagdo da estabilidade de
estocagem, reacional e térmica, bem como para a potencial aplicacdo em reacfes de
sintese de ésteres. O imobilizado apresentou estabilidade reacional em 40°C e 40 min,
com atividade de 600U/g, ja para a estabilidade operacional foi observado 4 ciclos de
reuso com atividade residual de 50 %. Realizou-se testes de aplicagdo do imobilizado
em sintese dos ésteres geranil oleato, oleato de etila, butanoato de butila e oleato de
butila, os quais apresentaram 14, 18, 3, 2% de rendimento de converséo,
respectivamente. Os resultados demonstram a potencialidade do imobilizado
especialmente para o oleato de etila.

Palavras-chave: Lipase AK. Zedlita. Liquido idnico. Esteres.



ABSTRACT

The objective of the present study was to immobilize the Lipase AK of Pseudomonas
fluorescens in situ in mesoporous zeolitic support (MCM-48). For this purpose, the
ionic liquid (1-hexadecyl-3-methylmidazolium) was used as the structure driver (MCM-
48) and immobilization additive for the formation of the nanomateric structures of the
MCM-48. The immobilization process was evaluated through the yield, Which yielded
664 % vyield. The influence of the concentration of ionic liquid (Li) and the enzyme used
in the immobilization process were studied using the technique of experiment planning
with measure of immobilized esterification activity. A complete 22 DCCR, varying the
enzyme concentration of 0.059 to 0.341 g of ionic liquid (LI) of 1.27 to 3.528 g was
carried out, and with the treatment of the data a negative effect could be verified for
the concentration of Li and positive For the concentration of enzyme. Then, a new
complete 2 2 DCCR was performed, shifting the Li levels from 0.472 to 2.728g of
enzyme from 0.159 to 0.441g, the maximum immobilization activity (578U / g) was
obtained in Test 8 (1.6g LI and 0.441 g of enzyme). The immobilized obtained in the
test 8 was used for the evaluation of the storage stability, reaction and thermal, as well
as for the potential application in reactions of ester synthesis. The immobilized showed
reactivity stability at 40°C and 40 min, with activity of 600U / g, and for operational
stability 4 cycles of reuse with residual activity of 50% were observed. Assay
application tests were performed on the synthesis of the geranyl oleate, ethyl oleate,
butyl butanoate and butyl oleate esters, which had 14, 18, 3, 2% conversion yield,
respectively. The results demonstrate the potentiality of the immobilized especially to
the ethyl oleate.

Keywords: Lipase AK. Zeolite. lonic liquid. Esters.
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1 INTRODUCAO

Dentre as enzimas mais utilizadas a nivel industrial esta a lipase, que € um
excelente biocatalisador para varios tipos de reacdes (hidrolise, esterificacao,
interesterificacdo e transesterificagéo), e apresentando uma elevada especificidade e
seletividade (DALLA-VECCHIA et al., 2004; BASSEGODA et al., 2012; SHARMA E
KANWAR, 2014).

De acordo com Sigma-Aldrich (2014), a Amano lipase AK obtida de
Pseudomonas Fluorescens, apresenta pH 6timo em torno de 5,5 a 6,5 e atividade de
20,00U/g, cor bege ou marrom, comercializada na forma de po.

No entanto, por se tratar de uma enzima livre, a mesma, € suscetivel a
inativacdo (por inibicdo ou desnaturacado) por fatores fisicos (temperatura, pressao,
choque mecéanico) ou quimicos (interacdo de compostos com a enzima) (MENDES et
al., 2011).

Uma das formas encontradas para minimizar a inativacdo, e até mesmo
eliminar, alguns destes problemas, tornando suas aplicacdes viaveis industrialmente,
€ a imobilizacdo, tornando-a mais estavel, permitindo a reutilizacdo e facilidade de
separacao do meio reacional (ZANETTE et al., 2014; GHATTASA et al., 2014)

As técnicas de imobilizacédo, assim como as condi¢cdes empregadas durante a
imobilizacdo (tipo de suporte, natureza do solvente), podem influenciar nas
propriedades dos catalisadores imobilizados (CANTONE et al., 2013). No que se
refere a suportes, os materiais zeoliticos compostos por silicia e aluminio vem se
destacando devido a sua grande area de superficie, tamanho de poro e grupos silanol
superficiais (LEE et al., 2009; ZHANG et al., 2014), permitindo ainda ajustes e
modificacdes dependendo do tipo de aplicacdo (VERNIMMEN et al., 2011).

Na familia das M41S (mesoporos) tem-se diferentes estruturas como a
estrutura MCM-50 (arranjo lamelar), a estrutura MCM-41 (arranjo hexagonal), e a
MCM-48 (arranjo cubico) (GRECCO et al., 2013).

Outra caracteristica relevante € que 0s materiais zeoliticos, especificamente o
MCM-48, permite a incorporacédo da enzima in situ na etapa de polimerizagdo do
suporte, pois esta matriz apresenta estrutura mesoporosa ordenada e caracteristica

adsorvente (KUMAR et al., 2001). Além disto, o processo de imobilizacdo em materiais


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vernimmen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22259762
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zeoliticos podem ser melhorado com adic¢ao de liquido idnico (LI), pois este pode atuar
na formacédo da estrutura de zeolitas (MIGNONI, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi imobilizar in situ a enzima lipase AK de

Pseudomonas fluorescens em matriz zedlita MCM-48 utilizando liquido iénico.

2.2 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral, alguns objetivos especificos foram propostos, a
citar:

- Imobilizar a lipase AK de Pseudomonas fluorescens em matriz zedlita MCM-
48 utilizando liquido i6nico;

- Avaliar o processo de imobilizagao através do rendimento;

- Verificar a influéncia de diferentes concentracdes de enzima e aditivo (LI) no
processo de imobilizacao in situ;

- Caracterizar os imobilizados através da analise de raios X e area especifica.

- Avaliar a estabilidade térmica e operacional da enzima livre e imobilizada;

- Verificar o potencial de aplicagdo do imobilizado em reacdes de sintese de
ésteres (geranil oleato, oleato de etila, butanoato de butila e oleato de butila).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item sdo apresentadas informacfes acerca dos temas relevantes ao
desenvolvimento deste estudo, tais como: lipase AK de Pseudomonas Fluorescens,
imobilizacdo, suportes, zedlita MCM-48, liquido ibnico, bem como aplicagbes de

enzimas em reac¢fes de sintese de ésteres.

3.1 Lipase AK

A lipase de Pseudomonas Fluorescens, particularmente a AK, tem sido
investigada, pois é produzida por um fungo, adaptada a temperaturas proximas a 40°C
(TINTOR, 2014), bem como, devido a suas propriedades, como a enantioseletividade
(FONSECA et al., 2015, FERREIRA et al., 2014).

De acordo com Sigma-Aldrich, a Amano lipase AK obtido de Pseudomonas
Fluorescens, apresenta pH 6timo em torno de 5,5 a 6,5 e atividade de 20,00U/g, cor
bege ou marrom, comercializada na forma de po.

A lipase AK tem sido estudada por diferentes grupos de pesquisas e em

diferentes processos industriais, como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1- Aplicagfes industriais de lipases AK

Area Industrial Aplicacio Autores
Alimentos Emulsificante (Produtos de Pawongrat (2007)
panificacéo, lacteos e

margarinas).

Esteres de aroma. Ferreira et al. (2014)
Biodiesel Sintese de biodiesel, a partir Silva (2011); Tintor
do 6leo vegetal. (2014)
Farmacos Sintese de compostos Silva e Nascimento
bioativos. (2014)

Fonte: O autor

Além de serem usadas para a producao de biocombustiveis, farmacos e de
alimentos, a lipase AK pode ter ampla atuagdo em outras diferentes industrias. Para

tanto € necessaria a realizacdo de pesquisas, que podem resultar em novas técnicas
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e novas utilidades da enzima, ndo somente da lipase AK, mas das enzimas de forma

geral, bem como de suas formas de imobilizag&o.

3.2 Imobilizag&o de enzimas

As enzimas, quando presentes em meio liquido, agem como catalisadores
homogéneos, isto é, encontram-se solubilizadas. Assim quando usadas de forma
imobilizada permitem facil recuperacgéo e reutilizacdo (CUNHA et al., 2014).

De acordo com os autores Hu et al. (2012), lllanes e Altamirano (2008), Dalla-
vecchia et al. (2004) e Ferraz (2014) a imobilizacdo de enzimas € um método
amplamente utilizado para conferir caracteristicas desejaveis para as enzimas, tais
como possibilidade de reuso, maior facilidade de controle das reagdes; facilidade de
separacdo do produto final e em alguns casos, ocorre modificacdo favoravel das
propriedades cataliticas da enzima como, por exemplo, maior estabilidade ao pH e a
temperatura; facilidade de interrupcéo da reacao, em um nivel desejado, pela remocéo
da enzima, caso o0 processo seja batelada, ou ajuste do tempo de residéncia em reator
continuo. Porém néo existe uma regra que prediga a manutencéo destes parametros
apos o processo de imobilizacao.

As técnicas e as condi¢cdes empregadas durante a imobilizacdo, como o tipo de
suporte, natureza do solvente e variagbes de reatores podem influenciar nas
propriedades, que podem ser moldadas de acordo com cada tipo de reacdo (DALLA-
VECCHIA et al., 2004). Na Figura 1, apresentam-se 0s principais métodos de
imobilizacao.

No processo de imobilizacao por adsor¢ao ocorre sobre um suporte sélido por
ligagbes fracas, tais como interacdes de Van der Waals, interacdes hidrofébicas,
pontes de hidrogénio e ligacdes idnicas. Este € método mais comum de imobilizagcéo
(MENDES et al., 2011).

Na imobilizacdo por ligagéo covalente, a enzima é covalentemente ligada a um
material insolGvel, em agua, pela reacao entre grupos funcionais da proteina e grupos
reativos do material ativado. Esta técnica apresenta a vantagem de evitar o fenbmeno
de dessorcao. Neste caso, sdo envolvidos os residuos de aminoacidos ndo essenciais
a catalise enzimatica e grupos reativos da superficie do suporte. Entre 0s grupos

funcionais de residuos de aminoacidos que podem participar da reacdo encontram-
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se: grupos carboxilicos dos acidos aspartico e glutamico; grupos amino da lisina e da
hidroxilisina; hidroxila da serina e outros (DALLA-VECCHIA et al., 2004; FERRAZ,
2014).

Figura 1- Principais métodos para imobilizagdo de enzimas

Métodos para Imobilizagdo de Enzimas
]

Encapsulagdo Ligagdo
I I Por ligagdo
Em matriz Em membrana Por adsorgdo Covalente
(fisica ou i6nica) |
JILIL
JooL | | P |
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macroscopicas
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[ Ot [ i
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Fonte: DALLA-VECCHIA et al. (2004)

No caso da enzima ser imobilizada por inclusdo ou microencapsulacao consiste
em “confinar” uma proteina em um polimero insoluvel ou em uma microcapsula. O
processo de microencapsulacdo € muito similar ao de inclusdo, embora, neste caso,
a enzima seja totalmente envolvida pelo sistema. Na microencapsulagao cria-se uma
cela artificial delimitada por uma membrana porosa. Como as enzimas sao moléculas
grandes, ndo sado capazes de se difundir através desta membrana, enquanto que
pequenas moléculas, como substratos e produtos, se difundem. A vantagem do uso
desta técnica é que a enzima nao interage quimicamente com o polimero evitando,
assim, a desnaturacédo (MENDES et al., 2011).

Porém, ndo h& um suporte universal para todas as enzimas e suas aplicagdes,
mas um numero de caracteristicas desejaveis comuns deve existir, pois a imobilizagédo
ainda € um desafio complexo, uma vez que a extensao da imobilizacdo depende da
estrutura da enzima, método de imobilizagéo e do tipo de suporte (DALLA-VECCHIA
et al., 2004).
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A imobilizacdo de enzimas torna possivel a sua utilizacdo em processos
continuos, como por exemplo, em reatores de leito fixo, onde a enzima imobilizada é
mantida no interior do reator enquanto do substrato é constante alcancando, desta
forma, maior produtividade (ILLANES E ALTAMIRANO, 2008).

Quando utilizadas as técnicas de imobilizagdo enzimatica, busca-se conferir
caracteristicas desejaveis para enzimas. Porém, o tipo de suportes, deve ser

considerado, pois este podem influenciar as propriedades da enzima imobilizada.

3.3 Suportes para imobilizacdo de enzimas

Véarios podem ser os suportes para realizar a imobilizacdo enzimatica, a
natureza fisica dos mesmos pode variar, desde materiais geliformes (carragena,
alginato, alcool polivinilico) até superficies sdlidas (laminas de aco, pérolas de vidro)
(NISHA et al., 2012).

Dentre os diferentes tipos de materiais, utilizados para o processo de
imobilizagdo, 0s mesoporosos sao suportes promissores para a imobilizagcdo de
enzimas devido a sua grande area de superficie, tamanho de poro e presenca de
grupos silanol superficiais suficiente para modificacdo da superficie (LEE et al., 2009;

ZHANG et al., 2014), dentre os quais encontram-se as zedlitas.

3.3.1 Zedlitas

Com grande variedade de aplicacdo tecnolégica e com capacidade de
dessorcdo reversivel de agua, as zedlitas foram objeto de estudo de Alex Fredrik
Cronstedt, um minerologista sueco, que em 1756, descreveu um novo tipo de mineral,
chamado hoje de estilbita, o qual apresentava aspecto espumoso quando aquecido e
guando esfriava voltava a hidratar. Estes materiais no momento que sdo aquecidos
liberam &gua e quando esfriam absorvem agua, devido a esta caracteristica de
absorver e dessorver agua foi chamada de zedlita e seu nome deriva das palavras
gregas “zeo” e “lithos” que significa “ferve” e “pedra” ou seja, “pedra que ferve’
(GUISNET et al., 2004; VIEIRA, 2014).

A sintese de zedlita normalmente ocorre em condigdes hidrotermais,

consistindo na cristalizacdo de um composto a partir de uma substancia nutriente



22

(amorfa ou cristalina), na presenca de 4gua e de um agente mineralizante. As
temperaturas na faixa de 25°C a 300°C e sua natureza é definida por fatores cinéticos.
Podem ser sintetizadas diferentes estruturas zedlitas ou ainda a mesma zedlita com
diferentes composi¢cbes quimicas, fazendo variar a composicdo das solucbes de
sintese e as condi¢ées operacionais (SIMOES et al., 2011).

Zedlitas sdo aluminossilicatos cristalinos, geralmente contendo alcalinos e
alcalinos terrosos como contra ions (principalmente Na, K, Mg e Ca). A formacao em
redes cristalinas tridimensionais, de tetraedros do tipo SiO4 e AlO4 unidos nos vértices
através dos atomos de oxigénio, sdo montados em unidades de construcéo
secundérios que podem ser poliedros simples, tais como cubos, prismas hexagonais
ou cubo - octahedrico. O quadro final da estrutura consiste na ligagcdo de unidades
secundarias (FLANIGEN et al., 2010).

Através de estudos tem-se atualmente a denominacgéo das zedlitas a partir do
tamanho de poro e dimensdo de comprimento de sua estrutura. De acordo com a
nomenclatura da International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) os
materiais porosos podem ser classificados de acordo com a largura dos poros:
microporosa (diametro dos poros <2 nm), diametro mesoporosos (poros 2-50 nm) e
estruturas macroporosas (diametro dos poros> 50 nm). Diferentes comunidades
cientificas, apresentam interesse nesses materiais, devido a diversidade de estruturas
de nanoporos, e por apresentarem a possibilidade de ajustes e modificacbes
dependendo do tipo de aplicacdo (VERNIMMEN et al., 2011).

Os silicatos porosos constituem a familia de matérias mesoporosos inorganicos
que possuem estrutura de poro aberto e grande area superficial. E estas
caracteristicas os tornam adequados para a aplicacao industrial e cientifica, como
catélise heterogénea, processos de separacdo, controle de poluicdo ambiental,
adsorventes, entre diversas outras (DAl et al., 2010).

Tem-se diversas estruturas zeoliticas mesoporosas dentre as quais estédo as
estruturas MCM-41, MCM-48 e MCM-50, que fazem parte da familia M41S. (GRECCO
et al., 2013) (Figura 2).

As nanoestruturas zeoliticas ou simplesmente nanozedlitas apresentam
vantagens em aplicacdes cataliticas e adsortivas. Dentre suas utilizacbes, podemos
citar o seu uso em sensores, filmes, diagndsticos médicos e separacdo de materiais.

Além disso, elas também podem ser utilizadas na construgdo de materiais
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estruturados e na sintese de sélidos porosos (TOSHEVA e VALTCHEV, 2005).
Considerando as modifica¢des fisico-quimicas na superficie externa desses materiais,
na escala manomeétrica, outras aplicacées podem ser exploradas, tais como o0 uso das

nanozeodlitas para a imobilizacao de enzimas (JI et al., 2008).

Figura 2 - llustracdo da estrutura MCM-41, MCM-48 e MCM-50

Fonte: Adaptada de GRECCO et al. (2013)

Macario et al. (2007) estudaram a reacao de transesterificacdo do 6leo de oliva
via rota metilica utilizando a lipase de Rhizomucor miehei imobilizada, por adsorcéo,
em zedlitas (Silicalita-1 e 1TQ-2), e obtiveram rendimento acima de 90% de ésteres
metilicos. Porém, os autores relatam a dificuldade de reuso de enzimas na
transesterificacdo, pelo fato de possivelmente a enzima ter dessorvido do suporte

durante o processo de operacao.

3.3.1.1 MCM-48

Mobil Composition of Matter (MCM) é o nome dado a série de materiais
mesoporosos que foram sintetizados pela primeira vez por investigadores da
Mobil em 1992. Na familia das M41S tem-se diferentes estruturas como a estrutura
MCM-50, que possui um arranjo lamelar constituido por uma camada dupla do
surfactante alternada por camadas de silica. J& estrutura MCM-41 é formada por um

arranjo hexagonal de mesoporos uniformes e unidimensionais, enquanto a MCM-48
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possui um arranjo cubico de mesoporos interconectados, resultando em um sistema
de poros tridimensional (GRECCO et al., 2013).

As estruturas zedlitas podem ser usadas para desalinizar agua, Jeong (2007),
estudou um novo conceito de polimerizacéo interfacial de nanocompasito de pelicula
fina na membrana de osmose inversa por meio de incorporacdo de nanoparticulas de
zellita na camada de pelicula fina de poliamida. A permeabilidade a agua das
membranas de osmose inversa foi melhorada sem qualquer mudanca significativa na
rejeicdo de sal. Liu et al (2016) utilizando técnica similar e zeélita MCM-48 incorporada
a membrana, obteve fluxo de 4gua nas membranas aumentada continuamente com o
aumento do teor de MCM-48, j& a rejeicdo das membranas foi superior quando
utilizado menor propor¢cdo de MCM-48.

Observa-se na literatura utilizacées da MCM-48 para desalinizar 4gua, porém
até o presente momento néo foram encontrados relatos de MCM-48 para imobilizacao
enzimatica.

De forma geral, quando se trata de imobilizacdo de enzimas e formacédo do
suporte, pode-se utilizar modificadores no caso de suportes de silica, as modificacdes
superficiais podem ocorrer com introducdo de varios grupos funcionais tais como:
alquila, amino, carboxila, tiosila, dentre outros (ZOU et al., 2014). Estes modificadores
podem ser adicionados ao suporte antes da imobilizacdo, com a utilizacdo de
diferentes aditivos como polietilenoglicol - PEG, alcool polivinilico - PVA, caseina,
gelatina, albumina de ovo ou bovina, liquidos hidrofébicos e liquidos ibnicos (SOUZA
et al., 2013).

Naringinase foi imobilizada em matriz mesoporosa de silica MCM-41 atraves
de adsorcdo com glutaraldeido e utilizados para diminuir o sabor amargo da uva. Km
(constante de afinidade) valor da naringinase imobilizada foi menor do que a de
naringinase livre. Os catalisadores imobilizados mostraram uma excelente
estabilidade de armazenamento e estabilidade térmica e pode ser reciclado 6 vezes e
reteve cerca de 44,57% atividade (LEI et al., 2011).

Lipase de Candida rugosa foi ligada ao suporte, de nanocompdsito Fes
0O4MCM-41, utilizando glutaraldeido como um reagente de reticulagdo. Os resultados
mostraram que as nanoparticulas de magnetita foram revestidas com a silica MCM-
41 com a formacgao de materiais estruturados de reticulagéo, e a lipase foi imobilizada

com sucesso no suporte. O desempenho catalitico da lipase ligada foi testado na
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interesterificacdo de banha e 6leo de soja. Foi demonstrado que a lipase imobilizada
apresentou uma melhor atividade catalitica para a reacao de interesterificacdo. O
ponto de fusédo de deslizamento do produto final era inferior ao da mistura original e a
interesterificacdo conduziu a uma variagao 6bvia na microestrutura do produto (XIE;
ZANG, 2016).

Os processos de imobilizagdo possuem algumas vantagens em relagcéo a
enzima livre, porém estas vantagens podem ser melhoradas quando adicionado de

aditivo, como exemplos, alguns liquidos iénicos.

3.3.2 Liquido iénico (LI)

Segundo a literatura, um dos primeiros relatos de sintese de LI foi 0 composto
[NH3EtINOs que apresenta ponto de fusdo de 12°C (Welton, 1999). E a partir deste
tem-se relatos da utilizacdo de LI como solvente para sintese e para catélise
(VASCONCELOS e PIZZUTI, 2012).

Liquidos i6nicos sdo considerados sais fundidos a baixas temperaturas e
apresentam caracteristicas capazes de substituicdo dos solventes organicos volateis,
possuindo grande potencial de aplicacdo, como aditivo, durante o processo de
imobilizacdo (SOUZA et al., 2013). Os liquidos ibnicos sdo compostos inteiramente de
ions e possuem enorme potencial de variagdo de temperatura ambiente e
apresentam-se como alternativa a solventes organicos toxicos, perigosos, inflamaveis
e altamente volateis (EARLE et al., 2006).

Devido as suas caracteristicas tém sido amplamente utilizado na
biotransformacdo enzimética, e podem apresentar-se com diferentes cargas de
cations e de anions. As suas propriedades fisico-quimicas, Unicas, incluem presséo
de vapor praticamente nula, mdultiplas interacbes de solvatacdo com compostos
organicos e inorganicos, excelente estabilidade quimica e térmica de alta
condutividade idnica e grande janela eletroquimica (KOSMULSKI et al, 2004; EARLE
et al., 2006).

Os Liquidos idnicos podem atuar como direcionador de estrutura e assim
induzir a formacé&o zeolitica especifica, promovendo o desenvolvimento da estrutura
do material que esta sendo formado (MIGNONI, 2012), no caso do Brometo de

cetiltrimetilaménio (CTMABT) pode atuar como direcionar de estrutura zeolitica MCM-
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48 (Nascimento et al. 2016) e o 1-butil-3-metilimidazolio pode direcionar a estrutura
da zedlita TON (Lopes, 2014).

Neste sentido, o liquido idnico cloreto 1-hexadecil-3-metilmidazoélio mostra-se
com grande potencialidade de ser utilizado na formacao destes tipos de materiais,
mais especificamente o suporte MCM-48, atuando neste caso como direcionador de
estrutura e ou template.

Conforme Karout e Pierre (2007), a presenca de LIs como aditivos pode
influenciar a estrutura da silica gel, protegendo a camada de hidratacdo ao redor da
enzima, evitando a desnaturacdo da enzima pela presenca de alcool.

De acordo com Moniruzzaman et al. (2010), os liquidos ibnicos tém sido
extensivamente usados como meio de rea¢cdo em campos biocatalise, por apresentar
elevada estabilidade e seletividade.

Em comparacdo com as caracteristicas observadas em solventes organicos
convencionais, o uso de enzimas em liquidos iGnicos apresenta muitas vantagens,
tais como: taxas de conversdo elevadas, elevada enantio seletividade, melhor
estabilidade da enzima, bem como uma melhor capacidade de recuperacdo e
reciclagem. De acordo com Hu et al. (2012) quando realizaram imobilizag&o da lipase
de Burkholderia cepacia em SBA-15 modificado com diferentes liquidos iénicos foi
eficiente para melhoria da estrutura de poros, do fortalecimento das intera¢des enzima
superficie e das propriedades do sistema imobilizado (estabilidade térmica e
operacional, capacidade de reutilizacdo, estabilidade de armazenamento e
estabilidade em solventes organicos). No estudo, tanto a eficiéncia da imobilizacao,
como a melhoria da estrutura do suporte, deve-se também ao microambiente formado
pela amina e o LI, mantendo assim a conformacéao favoravel da enzima.

Segundo Hara et al. (2010) o uso como aditivo tem sido sugerido, como o
agente capaz de estabilizar enzimas, protegendo a camada de hidratac&o ao redor da
enzima e/ou pela alteracdo conformacional ocasionando ativagcdo permanente da
enzima.

Zou et al. (2014) realizaram imobilizacdo de lipase pancreatica porcina (PPL)
em material mesoporoso SBA-15 como a matriz e os liquidos ionicos hidrofilicos de
metilimidazélio [MSilM] + BF* como modificadores, atuando como agente de ligacédo
da enzima com a matriz e obtiveram através da imobilizacdo enzimética, a modificacao

da estrutura da matriz, sendo que o tamanho de poro e a area de superficie especifica



27

do suporte tornaram-se menores. O resultado demonstrou que a atividade inicial da

enzima foi aumentada de 35% para 53%, na presenca do Liquido idnico.

3.4 Sintese de ésteres

A sintese de formacéao de ésteres normalmente ocorre em sistema com teor de
agua muito baixo, com uso de diferentes solventes ou mesmo em meios sem solvente,
e precisam da utilizacdo de um catalisador adequado. Porém, diversos fatores como
a natureza do substrato e do solvente, temperatura e quantidade de 4gua afetam a
atividade da lipase e influenciam no processo de sintese (REN; LAMSAL, 2017).

A catalise entre um acido forte e um alcool, formando éster e agua na presenca
de enzima, é chamadas de reacdes de esterificacdo (Figura 3), a qual vem sendo
considerada outra rota promissora para a obtencdo de ésteres de oleato de etila
(emulsificantes e biodiesel) e de aromas (geranil oleato, butanoato de butila, oleato de
butila). Assim tem-se grande demanda por novos biocatalisadores, principalmente

utilizando lipases, em diferentes areas industriais.

Figura 3 - Esquema geral da reacao de esterificacdo

RO EsterificacdoH'] R _0
Y+ RFOH S = H,0
OH Hidrolise [H'] 0.
I:\"}1
Fonte: O autor
> Aromas

Os aromas podem ser classificados em naturais (obtidos através de métodos
fisicos, microbiol6gicos e enzimaticos), sintéticos (processos quimicos) e terpénicos
(oxifuncionalizados ou terpenoides - responsaveis pelo aroma dos 6leos essencialis).
A industria de alimentos esta continuamente em busca de sabores Unicos com
ingredientes de alta aceitabilidade, métodos de processamento e materiais de
embalagem. A industria investe financeiramente na pesquisa e desenvolvimento para
0 aprimoramento e preservacao de sabores, que sdo delicados e volateis. A maioria

dos compostos aromaticos disponiveis € extraida de fontes naturais ou sintetizada.
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Muitos fatores ligados ao aroma afetam a qualidade geral do alimento (GUPTA et al.,
2016).

O aroma sugere contato direto e evoca o prazer de comer. As caracteristicas
de um alimento dependem mais do aroma do que apenas do gosto, e ambos, juntos,
constituem o sabor ou flavor (DUTCOSKY, 2011).

Assim os aromas desempenham um papel essencial em nossa relacédo com o
alimento, os compostos aromaticos possuem importantes aplicacbes na industria
como flavorizantes, ou seja, substancias que, quando adicionadas em pequena
guantidade aos alimentos, conferem-lhes caracteristicas degustativas e olfativas
(CAVALCANTE et al., 2015).

As fung¢des quimicas mais frequentemente encontradas nos aromas Sao:
ésteres, cetonas, alcoois, aldeidos, éteres de fendis, heterociclicos nitrogenados,
heterociclicos oxigenados e acidos carboxilios, estes sdo responsaveis pelo aroma se
forem apreciados isoladamente (ARAGAO et al., 2009).

A producao de aromas por via biotecnolégica (bioaromas) mostra-se como uma
alternativa promissora para atender a grande demanda dos consumidores por uma
alimentacdo saudavel, estimulado pelo consumo de produtos naturais e funcionais.
Por outro lado, a conscientizacdo da sociedade acerca da importancia do
desenvolvimento sustentavel tem motivado a adaptacdo dos processos industriais por
novas tecnologias que fagcam uso de micro-organismos (bioprocessos), possibilitando
assim, a obtencao de produtos que sejam ambientalmente “amigaveis”. Outro fato de
extrema importancia € a especificidade de que alguns compostos de aroma
opticamente puros sé sdo possiveis de serem produzidos biotecnologicamente, em
funcdo da estereospecificidade apresentada por sistemas biolégicos. Atualmente, os
compostos de aroma obtidos por via biotecnolégica, assim como aqueles extraidos
diretamente da natureza, podem ser rotulados como “naturais” (FELIPE,
2015; MOLINA et al., 2013). A aplicacdo das lipases torna-se mais atraente devido a
maior aceitabilidade ambiental quando comparado com a sintese quimica, ou devido
a beneficios econbmicos, quando comparados a extracdo de fontes naturais
(CVJETKO et al., 2012).

< Esteres de Geranil oleato, butanoato de butila, oleato de butila

Os esteres geranil oleato (refrescante, doce), butanoato de butila (aroma de

morango) e oleato de butila (améndoas) apresentam papel importante na industria
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farmacéutica, perfumes, polimeros, cosméticos, flavorizantes e estdo presentes na
industria de alimentos (SINGH e MUKHOPADHYAY, 2012).

Para formar o aroma de um produto € necessaria a combinacao de dezenas de
substancias volateis representantes de diversas classes quimicas, com diferentes
propriedades fisico-quimicas (ARAGAO et al., 2009). A qualidade caracteristica de
alguns produtos, pode estar ligada a um ou mais componentes de seu aroma, mas
nenhum constituinte individual é responsavel pelo aroma de um alimento.

» Emulsificantes

% Oleato de etila

Na sintese de ésteres de oleato de etila através de enzimas, ocorre pela reacao
de esterificacdo do acido oleico e etanol, produzindo o oleato de etila e agua. De
acordo com a literatura, esta € uma sintese muito usada na industria farmacéutica,
sendo capaz de atuar como substancia solvente de esteroides (NETA et al., 2012).

Os ésteres de oleato de etila, apresentam também propriedades emulsificantes,
sao surfactantes fortes com grande potencial de aplicacdo na industria de alimentos
(NETA et al., 2012). Uma das caracteristicas mais importantes de um surfactante € a
sua capacidade para reduzir a tenséo superficial na interfaces (MUKHERJEE et al.,
2006). Aléem disso, para aplicagbes alimentares a indastria de alimentos busca
surfactantes fortes e potentes e o éster obtido de oleato de etila apresenta grande
potencial como emulsionante (FENG et al., 2009, FERREIRA et al., 2010).

Na industria alimenticia, € utilizado para aumentar a taxa de secagem e
portanto, o aumento da velocidade de secagem de frutos e outros alimentos, tais como
raiz de gengibre (DESHMUKH, 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

Neste item seréo apresentadas as metodologias referentes a sintese do liquido
idnico e da MCM-48, assim como a imobilizacao in situ da lipase AK, rendimento do
processo, caracterizacdo do suporte, atividade de esterificacdo e hidrolitica,
estabilidade de estocagem, reacional e operacional, além do potencial de aplicacédo

do imobilizado em reacdes de sintese de ésteres.

4.1 Enzima

A enzima utilizada foi a Amano lipase AK de Pseudomonas flurescens (Sigma-
Aldrich, Brasil/SP).

4.2 Produtos quimicos

Os produtos quimicos utilizados neste trabalho foram: acetato de etila (Vetec
99,5% de pureza); acetona (FMaia); aceto nitrila (Vetec 99,8% de pureza); acido
butirico (Sigma Aldrich); &cido oléico (Sigma Aldrich) alcool butilico (Synth, 99.4% de
pureza); alcool etilico (Etanol 95 % Merck); cloro-hexadecano (Sigma Aldrich 95% de
pureza); geraniol (Vetec); hidroxido de aménia (Quimex, 28 a 30% de pureza),
hidroxido de sédio (Nuclear); metilimidazol (Sigma Aldrich 95% de pureza) e tetraetil

ortosilicato (Sigma Aldrich 98% de pureza).

4.3 Sintese do liquido i6bnico cloreto 1-hexadecil-3-metilmidazélio

O cloreto 1-hexadecil-3-metilmidazdlio [C16MI]CI (Figura 4), foi sintetizado
seguindo metodologia descrita por Seuod et al. (2007), com modificacdes, utilizando-
se um baldo de 50mL no qual foram adicionados 8,5mL de 1-metilimidazol e 32mL de
cloro-hexadecano e 40mL de aceto nitrila. A reacdo foi conduzida sob agitacéo
magnética de 180rpm e aquecimento de 120°C, durante 48h. Apds o término da
reacdo, o baldo foi resfriado até a temperatura ambiente, e entdo foram adicionados
90mL de acetato de etila e a solucdo foi mantida sob agitacdo magnética por 5min.

Decorrido este tempo, o baldo foi levado ao freezer para a precipitacdo do [C16MI]CI.
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Posteriormente foi deixado resfriar até a temperatura ambiente e a purificacdo do
composto obtido através da extracdo do acetato de etila (90mL), e ao final do processo
o liquido ibénico foi seco sob pressdao de vapor reduzida. Foram obtidos 32,68 ¢
(93,58mmol) de [C16MI]CI, num rendimento de 88%.

Figura 4 - Sintese do Liquido 16nico cloreto 1-hexadecil-3-metilmidazoélio [C16MI]CI

~ R

Fonte: O autor

4.4 Ensaios preliminares de sintese do suporte e de imobilizagcao

Inicialmente, estudou-se a sintese do suporte MCM-48 sem enzima, afins de
comparacao posterior com o derivado imobilizado. Durante esta sintese observou-se
gue a gel formado apresentou pH igual a 13, desta maneira, optou-se entéao por reduzir
o pH através da diminuicdo de hidroxido de amobnia (NH4OH) para 6ml e
posteriormente para 3mL, uma vez que o pH muito alcalino ndo € um ambiente
favoravel para a enzima. Neste momento também avaliou-se a quantidade de enzima
a ser utilizada nas rea¢des de imobilizacdo (0,1; 0,2 e 0,3 g) e, com os derivados

imobilizados, pode-se avaliar a atividade enzimatica.

4.5 Sintese MCM-48 e imobilizagao in situ da lipase AK

A sintese da zeolita MCM-48, foi baseada na metodologia de Kumar et al.
(2001), com modifica¢des (diminui-se a quantidade de hidréxido de aménia e o CATB
foi substituido por liquido iénico), foram diluidos o liquido idnico em g (cloreto de 1-
hexadecil-3-metilmidazolio), de acordo com a quantidade descrita no Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR 22) (Tabela 2 e 3), em 50mL de 4gua deionizada,
entdo adicionou-se a concentracédo de enzima em g de acordo com DCCR 22 (Tabela
2 e 3). Apos completamente diluido, foram adicionados 50mL de etanol absoluto e
3mL de hidréxido de amonia, 9mL de agua deionizada e deixado em agitacao de 200
rpm, durante 10 min. Em seguida, foram acrescentados 3,4g de tetraetil ortosilicato-

TEOS e deixado sob agitagdo durante 2h e apoés foi lavado com agua até atingir pH
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menor que 8 (para ficar proximo ao pH 6timo da enzima), filtrado a vacuo, seco sob o
filtro a temperatura ambiente por 24 h. Apos foi pesado e armazenado em embalagens

fechadas (Figura 5).

Figura 5 - Esquema da sintese do suporte MCM-48

1- [Liquido i6énico] dissolvido em 50mL de agua deionizada
{\ 50mL de etanol absoluto,
3- 4 3 mL de Hidréxido de aménia

2- Adicionada [Enzimal]

Agitagdo magnética por 10 min

C " Centrifugagéo

m mm—) | Filtragem

4- | Adicionado 3,4g TEOS h Secagem temperatura
{Agitagéo por 2h _ambiente por 24h

Fonte: O autor

4.5.1 Rendimento do processo de imobilizagéao

Para calcular o rendimento do imobilizado, considerou-se a atividade total de
esterificacdo da enzima livre no sistema (a qual considera o volume enzimatico
empregado no ensaio de imobilizagcéo e atividade da enzima livre (U/g)) e a atividade
total de esterificacdo presente no imobilizado (0o qual considera a massa total de

imobilizado produzido e atividade do imobilizado (U/g)) de acordo com a Equacao 1.

AT
RI (%) = ><100 (1)

Onde:
RI (%) = Rendimento de imobilizagéo;

ATI = atividade enzimética de esterificacdo total no imobilizado sintetizado;
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AAI= atividade adicionada é calculada através da multiplicacao da atividade da enzima
livre pelo volume adicionado no processo de imobilizagao (de acordo com cada ensaio

dos planejamentos tabela 2 e 3).

4.6 Caracterizacdo do suporte

Com o intuito de caracterizar e avaliar 0 suporte com e sem enzima foram

realizadas as analises de Raios X e area especifica.

4.6.1 Analise de raios X

Na determinacdo dos difratogramas de raios X do suporte, foi utilizado o
equipamento difratdmetro modelo Miniflex Il, da marca Rigaku, utilizado filtro de NI e
radiacdo Cu-K a (A=1,54056 A), com velocidade de leitura de 10 graus (angulo 26) por
minuto. As amostras foram previamente maceradas e armazenadas em temperatura
ambiente. Utilizou-se 0,07 g de amostra para realizacdo de cada analise e foram
analisados os testes preliminares sem enzima, e as sintese de suporte com reducao
de NH4+OH (6mL e 3mL), respectivamente. E amostras do DCCR 22 (tabela 6 amostra
do ensaio 8 com e sem enzima. Os dados foram analisados através do software

Origin.

4.6.2 Analise de area especifica

As amostras utilizadas para realizacao de analises das isotermas de adsorcéo
e dessorcao de nitrogénio foram realizadas em equipamento Micromeritics modelo
Gemini Vac Prep 061, sem calcinacdo prévia, porem as amostras sofreram um pré-
tratamento a 80 °C por 3h. As amostras utilizadas foram planejamento 2, Tabela 6,

amostra do ensaio 8 (com enzima) e sem enzima.
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4.7 Otimizacao do processo de imobilizagao de lipase AK de Pseudomonas
fluorescens em MCM-48

Buscando-se otimizar o processo de imobilizacdo, realizou-se um
Delineamento Composto Central Rotacional 22 completo (DCCR), variando as
concentracdes de liquido iénico (g) e enzima (g), conforme apresentado na Tabela 2
e partido dos resultados preliminares onde fixou-se o0s pontos centrais em 0,2g

concentracdo de enzimas e 2,49 de Li, conforme item 4.4.

Tabela 2 - Variaveis e niveis utilizados no 1° planejamento DCCR 22 completo para

imobilizacéo de lipase em zedlita MCM-48

Variaveis independentes Cddigos Niveis

-1,41 -1 0 1 1,41
Massa de liquido iénico [LI] (9) 1,27 16 2,4 3,2 3,528

Massa de enzimas [E] (9) 0,059 0,1 0,2 0,3 0,341

*Variaveis fixas: Tempo de imobilizacédo (2h)

Fonte: O autor

Em funcao dos resultados obtidos através do planejamento da tabela 2, um novo
DCCR 22 completo foi realizado, deslocando os niveis da concentracdo de enzima (g)

e liquidos i6nicos (g), conforme Tabela 3.

Tabela 3 - Variaveis e niveis utilizados no 2° planejamento DCCR 22 completo para

imobilizacao de lipase em zedlita MCM-48

Variaveis independentes Cddigos Niveis

-1,41 -1 0 1 1,41
Massa de liquido iénico [L1] (9) 0,472 0,8 1,6 2,4 2,728

Massa de enzimas [E] (9) 0,159 0,2 0,3 0,4 0,441

*Variaveis fixas: Tempo de imobilizacdo (2h)

Fonte: O autor
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4.8 Determinagéo da atividade de esterificagdo

A atividade de esterificacdo da lipase foi determinada pela capacidade de
sintese do oleato de etila realizada através da reacao do acido oleico e etanol (razéo
molar 1:1) (5g de substrato). Esta reacdo foi iniciada pela adicdo da enzima
imobilizada (0,1 g do imobilizado em MCM-48) ou livre (0,1 g) ao meio reacional e a
reacao foi conduzida a 40°C, 160 rpm durante 40min. Decorrido o tempo, foi retirada
aliquota de 500 pL e adicionada em solucéo de acetona: etanol (1:1 v:v). Os ensaios
dos brancos das amostras foram realizados da mesma maneira, porém sem a
presenca de enzima. Todas as analises foram realizadas em triplicata. A quantidade
de acido consumido foi determinado por titulacdo com NaOH 0,05 M até pH 11, como
descreve a literatura (FERRAZ et al., 2012).

Uma unidade de atividade enzimética foi definida como a quantidade de
enzima que consome 1 umol de &cido graxo por minuto, calculada pela Equacéao 2.

-V_).M.1000V
AE _ (\/b at) V f (2)
mV,

Onde:

AE: Atividade de esterificacdo (U/g);

Va: Volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra (mL);

Vb: Volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra do branco (mL);
M: Molaridade da solucéo de NaOH,;

Vi: Volume final de meio reacional (mL);

t: Tempo (min);

m: Massa da enzima livre ou da enzima imobilizada (g);

Vc: Volume da aliquota do meio reacional retirada para titulagéo (mL).

4.9 Determinacéo da atividade hidrolitica

A atividade de hidrélise da lipase foi determinada utilizando-se o meio reacional
composto de azeite de oliva (10%, p/v) e goma arabica (5%, p/v) em tampao de fosfato

de so6dio 100mM a pH 7,0. Utilizou-se 19,8 mL desta emulsdo e 0,2 g de lipase
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(imobilizada ou livre), os quais foram incubados a 40°C, por 40min,160 rpm. Apos a
incubacéo, a reacéo foi interrompida adicionando-se 15 mL de acetona-etanol (1:1
v/v). O conteudo de acidos graxos foi determinado por titulacéo, até pH 11, com NaOH
0,05 M (ALONSO-MORALES et al., 2008; LIU e CHANG, 2008). Os ensaios de branco
foram realizados utilizando-se apenas a emulsao e a solugéao de acetona-etanol, sem
adicdo de lipase. A definicdo da atividade hidrolitica da lipase (livre e imobilizada) foi
determinada de acordo com a Equacéao 3.

Uma unidade de atividade enzimatica (hidrolitica) foi definida como a

quantidade de enzima que libertou 1 umol de acidos graxo por minuto.

AH - (Va —Vb).M.1000 o
t.X

Onde:

AH = Atividade hidrolitica (U/mL ou U/g);

M = Molaridade de NaOH;

Va = Volume de NaOH utilizado na titulagdo da amostra apds a reagéo (mL);
Vb= Volume de NaOH utilizado na titulacdo (mL);

X = Volume de enzima(g) ou massa de imobilizado (g) usado na reacao;

T = Tempo de reagao (min).

4.10 Avaliacéo da estabilidade de estocagem

Para a avaliacdo da estabilidade de estocagem o imobilizado com melhor
resultado (obtido no ensaio 8, Tabela 6) foi armazenado, a seco, em temperaturas
(entre 2 e 5°C) e médias (entre 10 e 25°C). Como resposta acompanhou-se a atividade
para a sintese do oleato de etila nas condi¢cbes descritas no item 4.8 (0,1g do
imobilizado). Os ensaios foram realizados periodicamente, considerando a atividade

residual (até atingir 50 %) em relacdo a atividade inicial (100%).
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4.11 Avaliagéo da estabilidade reacional

A estabilidade reacional foi realizada em funcao do tempo (0, 15, 30, 40, 60,
90, 120, 240 e 360 min) e temperatura (20, 40 e 60°C). A resposta foi expressa em
termos de atividade de esterificagcdo (U/g), conforme metodologia descrita no item 4.8
(0,1 g do imobilizado e 0,0317g da enzima livre, proporcional a quantidade de enzima

adicionada a sintese do derivado imobilizado otimizado Tabela 6 ensaio 8).

4.12 Avaliacao da estabilidade operacional

A capacidade de reciclos reacionais, também conhecida como estabilidade
operacional do reuso, dos imobilizados foi avaliada considerando a atividade inicial
para sintese do oleato de etila, empregando as condi¢des experimentais descritas no
item 4.8. Apds cada reacdo de esterificacdo (40min) o meio reacional (acido oleico e
etanol) foi removido do sistema com uma micropipeta automatica (Transferpette S), e
submetido a andlise de atividade, enquanto que o imobilizado foi adicionado em um
novo meio reacional para uma nova reacao (40 min). Este procedimento foi repetido

até a atividade residual da enzima atingir 50% da atividade inicial (NYARI et al., 2016).

4.13 Potencial de aplicacdo da enzima imobilizada em reacdes de sintese de

ésteres

Avaliou-se o potencial de aplicacéo da lipase AK imobilizada em MCM-48 em
reacles de sintese dos ésteres geranil oleato, oleato de etila, butanoato de butila e
oleato de butila.

Os experimentos foram realizados de acordo com metodologia descrita no item

4.8, porém para cada éster foi utilizado um substrato em especifico (59).
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4.13.1 Geranil oleato

A quantificag@o por método indireto, da conversao de ésteres de geranil oleato
(acido oleico: geraniol) (razdo molar de 1:3 v:v), foi realizada por titulagdo de NaOH
0,05M até pH 11, conforme descrito por Paroul (2011).

4.13.2 Oleato de etila

A quantificacéo por método indireto, da conversao de ésteres de oleato de etila
(acido oleico: alcool etilico) (razdo molar de 1:3 v:v), foi realizada por titulacdo de
NaOH 0,05M até pH 11, conforme descrito por Ferraz et al. (2012).

4.13.3 Butanoato de butila

A quantificacdo por método indireto, da conversao de ésteres de butanoato de
butila (4cido butirico: alcool butilico) (razdo molar de 1:3 v:v) foi realizada por titulacéo
de NaOH 0,05M até pH 9,4, conforme descrito por Paula et al. (2005).

4.13.4 Oleato de butila

A quantificacdo por método indireto, da conversdo de ésteres de oleato de
butila (4cido oleico: alcool butilico) (razdo molar de 1:3 v:v) foi realizada por titulacéo
de NaOH 0,05M até pH 9,4, conforme descrito por Nyari et al. (2016).

4.13.5 Rendimento das reacdes de sintese

Determinacédo d conversao das reacdes de sintese: A determinacdo do

rendimento foi realizada segundo Paula et al. (2005), conforme a Equacao 4.

AB — Aa
(AB—A3),
AB

%Conversao= 00 4)
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Onde:
AB = Valor titulado do branco (corresponde ao ensaio sem enzima).

Aa = Valor titulado com enzima presente na amostra.

4.13. 6. Estudo cinético da sintese do oleato de etila

Realizou-se cinética de oleto de etila, devido ao fato do mesmo ter apresentado
melhores resultados para a conversao de ésteres. Para a avaliacéo cinética (tempo
de 0 a 360min) da sintese do oleato de etila foram utilizadas as enzimas livre (0,0317g,
proporcional a quantidade adicionada a sintese do derivado imobilizado otimizado
(Tabela 6 ensaio 8)) e imobilizada (0,1) a diferentes temperaturas (20, 40, 60 e 80°C),
sendo o éster de oleato de etila quantificado de acordo com metodologia descrita no
item 4.13.5.

4.14 Tratamentos estatisticos

Os resultados foram tratados estatisticamente segundo metodologia de
planejamentos de experimentos, com auxilio do software Statistica versdo 5.0, com

nivel de significancia de 95% de confianca.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo apresentados os resultados e discussdes referentes a
imobilizag&o in situ da lipase AK em MCM-48, rendimento do processo, caracterizagéo
do suporte, estabilidade de estocagem, reacional e operacional, além do potencial de
aplicacdo do imobilizado em reacfes de sintese de ésteres.

5.1 Resultados preliminares

5.1.1 Caracterizacdo do suporte e do derivado imobilizado

Foram realizadas analises de DRX de amostras de diferentes sintese de
suporte sem enzima para avaliar a formacao da estrutura MCM-48 e os mesmos foram
realizados utilizando 12mL(c), 6mL(b) e 3mL(a) de Hidroxido de aménia (NH4OH), e
uma sintese de 3mL de NH4sOH contendo enzima (Figura 6). Foram realizadas
modificacdes na sintese do suporte utilizando menor quantidade de NH4OH (6 e 3mL)
com o objetivo de deixar o meio menos agressivo perante a enzima. Pois a sintese
original deixa 0 meio em um pH em torno de 13 e com a menor quantidade de NH4OH
0 meio apresentou pH 9. Na Figuras 6 a, b e c sem enzima e no grafico d com enzima
verifica-se que foi possivel sintetizar MCM-48 com mesma particularidade,
apresentando picos caracteristicos de materiais cristalinos, picos na regiao
compreendida entre 2 a 3° (20) que é caracteristico de material interno da MCM-48
(CARVALHO et al.2014).

Como foi verificada a formacéo do suporte utilizando 3mL de NH4OH e o pH
da sintese permaneceu em 9, optou-se por realizar sintese de 3 diferentes suportes
variando a quantidade de enzima. Entdo a partir destes resultados, optou-se por
realizar um planejamento (Tabela 2) utilizando no ponto central 0,2g de imobilizado e
2,4g de LI.
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Figura 6 - Difratogramas de raios X das amostras sintetizadas com diferentes
quantidades de NH4OH, (a) 12mL, (b) 6mL, (c) 3mL e (d) sintese do derivado

imobilizado contendo 3mL de NH4OH e enzima lipase AK

@)

(b)

Unidade arbitraria

(©

(d)

260

Fonte: O autor

5.1.2 Atividade de esterificacao e hidrélise

A Tabela 4 apresenta a atividade de hidrélise e de esterificacao da lipase AK
livre e imobilizada (ao imobilizado foi adicionado 0,2 g de enzima e 2,4g de LI), onde
observa-se que a enzima livre apresentou respectivamente 20U/g e 312U/g, enquanto
gque a imobilizada, nos testes preliminares, apresentou 54U/g e 266U/qg,

respectivamente.

Tabela 4 - Atividade de hidrélise e esterificacdo da enzima lipase AK livre e imobilizada

e do suporte

Hidrélise + desvio padréo Esterificacdo * desvio padréao

(Ulg) (U/g)
Livre 20+18 312+13
Imobilizada 54+12 266x7
Suporte 0 0

Fonte: O autor
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A fim de verificar a possivel interferéncia do suporte na atividade da enzima
imobilizada, realizou-se medida de atividade somente do suporte (sem a enzima). E
observado ainda, na Tabela 4, que 0 mesmo ndo possui atividade de hidrélise e
esterificacdo, confirmando assim que a atividade catalitica esta diretamente ligada a
enzima. Cabe salientar que todas as amostras foram analisadas em triplicata. Apés
avaliar estes resultados optou-se por realizar somente a medida de atividade da
enzima por esterificacdo, pois esta apresentou melhores resultados quando
comparada com hidrolise. E foram sintetizados mais dois suportes, onde modificou-se
a quantidade de enzimas e foi utilizado 0,1 e 0,3g de enzima e os resultados de
atividade de esterificacao foram de 95 e 319U/g respectivamente. Entdo foi realizado

um planejamento DCCR 22 partindo do ponto central 0,2g de enzima e 2,4 g de LI.

5.2 Caracterizacao do suporte MCM-48 com e sem enzima

Foram realizadas sinteses de suporte MCM-48 e verificou-se as caracteristicas
do suporte formado. A Figura 7 apresenta o aspecto visual do suporte apés a sintese
e secagem, na qual pode-se observar a formagdo da MCM-48 com coloracéo

esbranquicada.

Figura 7- Aspecto visual do suporte MCM-48 formado com utilizac&o de liquido idnico

(@) apos a filtragem (b) apos 24 h de secagem
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5.2.1 Anélise de raios X

Os difratogramas de raios X (DRX) referentes aos suportes MCM-48 obtidos
apos a otimizacao da sintese (Tabela 6 no ensaio 8) com (lipase AK) e sem enzima
(Figura 8).

Figura 8 - Difratogramas de raios X das amostras: (a) MCM-48 com enzima e (b) MCM-

48 sem enzima

L\‘\ ()

T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

20

Unidade arbitraria

Fonte: O autor

Os materiais apresentaram 0s picos tipicos caracteristicos de MCM-48 e a
posicdo do pico (20) identifica a fase obtida como sendo caracteristico do material
puro e cristalino MCM-48 (BATTISTON et al 2017), e apresentam estruturas clbica e
hexagonal, semelhante ao que foi encontrado por Nascimento et al. (2014).
Observando o difratograma também é possivel identificar a formacéo de um halo entre

20 e 30° (20), que é caracteristico de materiais amorfos, sem ordenacéo cristalina.
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5.2.2 Andlise de area especifica

Para caracterizacdo de materiais porosos tem-se diferentes formas. Os
meétodos baseados na adsor¢cédo de gas sao 0os mais convenientes para esse estudo,
pois relacionam as medic¢des volumétricas das quantidades de gas adsorvido, a partir
de uma ampla gama de pressoes relativas, formando curvas formadas entre o volume
adsorvido em relacdo a variacdo da presséao relativa (p/p0), a qual é chamada de
isoterma de adsorcéo (TEIXEIRA et al., 2001).

A Figura 9 apresenta as isotermas de adsorcao e dessorcéo de N2 a 77 K,
obtidas para a MCM-48 com adicdo de enzima e sem adi¢cdo de enzima. Pode-se
observar que foram obtidas isotermas do tipo Il, que apresentam um aumento rapido
da quantidade de gas adsorvido para valores baixos de pressao relativa, que se torna
mais lento para valores intermediarios de P/Po.

Quanto aos resultados de area especifica 0s mesmos foram de 8,3m?/g para a
amostra com enzima e de 8,0m2/g para a amostra sem enzima, resultados
semelhantes de baixo tamanho de é&rea, nas duas amostras. Estes podem ser
explicados pelo fato da amostra néo ter sido submetida a calcinagdo e a redugao nos
valores esta relacionada com a presenca da enzima e do liquido idnico nos poros do
material, ocasionando um preenchimento quase que total dos poros, o que dificulta o
acesso do gas aos sitios de adsorc¢éao, reduzindo assim os valores de area especifica.
Resultados semelhantes foram encontrados por Nascimento et al. (2014), que
estudaram as caracteristicas texturais de MCM-48 pura e modificada com niquel.

Por outro lado, estes aspectos podem ser vantajosos pois a possibilidade de

dessorcdo da enzima no meio reacional sera pequena ou reduzida.
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Figura 9 - Isotermas de adsorcao/dessorcéo de N2 de amostra de MCM-48 com e sem

enzima

Fonte: O autor
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5.3 avaliacéo do processo de imobilizagcao de lipase AK de Pseudomonas

fluorescens em MCM-48

A Tabela 5 apresenta os resultados da atividade de esterificacdo do
imobilizado, em funcdo da massa de enzima (g) e da concentracao de liquido idnico
(9), do 1° DCCR 22 completo, bem como o rendimento do processo. Na qual observa-
se que as maiores atividades de esterificacdo foram obtidas nos ensaios 3 e 8 com
atividade de 602,36 e 597,00 U/g, respectivamente. De acordo com a Tabela 5 pode-
se inferir que as variaveis LI e massa de enzima sao inversamente proporcionais, ou
seja aumentando a massa de enzimas e diminuindo o LI obtém-se resultados
satisfatorios 0 mesmo nédo acontece quando aumenta-se a quantidade de LI e diminui
a massa de enzima. E também podemos observar que nos ensaios 2 e 6 a quantidade
de Li utilizada pode ter impedido a atividade enzimética, através de contaminac¢édo do

li ou até mesmo pela competicdo do Li com o substrato.

Tabela 5 - Matriz do 1° planejamento DCCR 22 completo para a imobilizacao lipase
AK em zeolita MCM-48 em funcao das variaveis estudas, concentracao de liquido
iGnico [Li] (g) e concentragao de enzimas [E] ()

E [LI] [E] ASI MS AAl ATI RI

1 (-1) 1,6 (-1)0,1 139,29 4597 1,85 31,26 257,4 823,48

2 (1) 3,2 (-1)0,1 136,27 +18,58 3,19 31,26 434,3 1389,42
3 (-1)1,6 (1) 0,3 602,36 +11,51 1,10 93,77 663,8 707,88

4 (1) 3,2 (1) 0,3 360,70 +12,44 2,08 93,77 748,81 798,52

5 (-1,41) 1,27 (0) 0,2 253,24 +11,87 1,44 62,52 364,17 582,52
6
7
8
9

(1,41)3,528  (1)0,2 119,96 +19,97 2,66 62,52 319,34 510,81
(0)2,4  (-1,41)0,051 124,32 +16,06 2,38 18,44 29563 1603,00
(0)2,4  (1,41)0,341 597,00 +12,53 1,93 106,59 1154,6 108322

(0) 2,4 (0)0,2 242,20 +18,47 2,07 62,52 502,08 803,12
10  (0)2,4 0)0,2 252,77 7,06 2,05 62,52 519,19 830,50
11 (0)2,4 (0)0,2 266,73 6,06 1,96 62,52 523,86 837,96

*E: Ensaios; [LI]: Liquido I6nico (g); [E]: Enzima (g); ASI: Atividade do suporte imobilizado (U/g de
suporte); MSI: Massa do suporte imobilizado (g); AAl: Atividade adicionada na imobilizacdo (U/g); ATI:
Atividade total do imobilizado (U); RI: Rendimento do imobilizado (%).

Fonte: O autor
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Ao observarmos (Tabela 5) os valores de rendimento de imobilizagédo, o ensaio
7, no qual se utiliza a menor massa de enzima (0,059g) em relacdo ao suporte (2,38
g), € 0 que apresenta o maior rendimento (1.603%) do processo de imobilizacao,
indicando um efeito benéfico do processo de imobilizacdo em matriz mesoporosa.

Conforme Levandoski et al. (2015) resultados similares foram encontrados, pois
ao utilizar menores propor¢cdes de LI obtiveram melhores resultados de atividade de
esterificacdo de 520 U/g para enzima lipase de Candida antarctica B (CAL B)
imobilizada em xerogel com liquido i6nico.

A Figura 10 apresenta o grafico de Pareto com os efeitos estimados das

variaveis estudadas.

Figura 10 - Grafico de Pareto com o efeito estimado (valor absoluto) das variaveis

estudadas no DCCR22 para imobilizacao de lipase AK em zedlita MCM-48
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Fonte: O autor

Pode-se observar na Figura 10 que a variavel enzima tanto linear quanto
guadratico apresentou efeito significativo positivo, ou seja, a0 aumentarmos a

concentracdo de enzima no processo de imobilizacdo possivelmente aumentara a
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atividade catalitica do imobilizado. J& o LI tanto linear quanto quadratico apresentou
efeito significativo negativo, indicando a necessidade da diminuicdo da concentracao
deste no processo de imobilizac&o. A interacdo da enzima com o LI apresentou efeito
significativo negativo.

Portanto, como busca-se otimizar as variaveis LI e massa de enzimas em
funcdo da atividade de esterificacdo, e como no 1° planejamento n&o se obteve os
resultados esperados, realizou-se um 2° planejamento DCCR 22 completo deslocando
0s niveis das variaveis enzima e LI, sendo que a condi¢cdo do ensaio 3 (1,69 de Ll e
0,3g de enzima) do 1° planejamento foi fixada como ponto central do 2° planejamento.

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados do 2° DCCR 22 completo, em
funcdo da concentracdo de liquido ibnico (g) e de enzimas (g), bem como os

resultados em atividade de esterificacdo e rendimento do processo.

Tabela 6 - Matriz do 2° planejamento DCCR 22 completo para imobilizag&o lipase AK
em zeolita de acordo com as variaveis estudas, concentracao de liquido iénico [Li] ()
e concentracdo de enzimas [E] (Q)

E [LI] [E] ASI MSI AAl  ATI RI %

1 (-1)0,8 (-1) 0,2 164,58 +18,40 1,16 62,50 190,25 304,33

2 (1) 2,4 (-1) 0,2 126,39 +12,23 2,08 62,50 263,26 421,11

3 (-1) 0,8 (1)0,4 387,50 £23,97 1,06 125,00 411,92 329,45

4 (1) 2,4 (1) 0,4 146,27 +£11,86 1,83 125,00 267,38 213,85
5 (-1,41)0,472 (0)0,3 187,40 +£18,27 0,92 93,80 172,41 183,86
6
7
8
9

(1,41)2,728  (0)0,3 76,27 +20,86 1,89 93,80 143,99 153,56
(0)1,6  (-1,41)0,159 129,95 +18,61 1,63 49,70 212,09 426,73
0)1,6  (1,41) 0,441 578,38 +13,63 1,39 137,80 804,52 583,63

(0) 1,6 (0)0,3 463,87 +18,65 1,13 93,80 524,63 559,47
10  (0)1,6 (0)0,3 500,80 +13,88 1,12 93,80 560,90 598,14
11 (01,6 (0)0,3 47539 +18,31 1,31 93,80 622,76 664,11

*E: Ensaios; [LI]: Liquido 16nico (g); [E]: Enzima (g); ASI: Atividade do suporte imobilizado (U/g de
suporte); MSI: Massa do suporte imobilizado (g); AAl: Atividade adicionada na imobilizacédo (U/g); ATI:
Atividade total do imobilizado (U); RI: Rendimento do imobilizado (%).

Fonte: O autor

De acordo com a Tabela 6, observar-se que a maior atividade de esterificacao

foi no ensaio 8 (578,38 U/g) no qual foi utilizado 0,441g de enzima e 1,69 de LI. Neste
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ensaio, também se observa a obtencdo da maior massa do suporte imobilizado
(1,399) e valor de rendimento de processo (583,63%) proximo aos maiores valores,
indicando um efeito favoravel do processo de imobilizacdo em matriz mesoporosa.

Quando utilizadas os niveis extremas de LI (ensaio 5 e 6) fixando a
concentracéo de enzima, observou-se as menores atividades de esterificacdo (76,27
e 187,4 U/g), fato coerente com o ja observado anteriormente no 1° planejamento.
Porém quando utilizadas concentracdo de enzima nas condi¢cdes extremas (ensaios
7 e 8), fixando a concentracdo de LI, observa-se a influéncia da concentracédo de
enzima adicionada ao processo de imobilizagéo, ou seja, quanto maior a concentragao
utilizada, maior sera a atividade catalitica do imobilizado.

A Tabela 7 apresenta o coeficiente de regresséo, o erro padrdo, valores det e
p, para o rendimento de imobilizacdo a um nivel de confianca de 95 % (p < 0,05). A

tabela 8 apresenta a andlise de variancia para atividade de esterificacao.

Tabela 7 - Coeficiente de regressao e erro padréo, valores de p e t(2) do 2° DCCR 22
completo para a atividade enzimatica de esterificacdo em funcdo da concentracdo

liquido iGnico e massa de enzima

Fonte de Coeficiente de
oL . Erro padréao T P

variacdo regressao

Média 480,16 10,91 44,01 0,00
()LL) -54,68 6,69 -8,17 0,01

[LII(Q) -184,11 7,98 -23,06 0,00
(2h)[E](L) 109,71 6,69 16,40 0,00

[E](Q) -72,28 7,98 -9,05 0,01
1L by 2L -50,76 9,45 -5,37 0,03

*[LI]: Liquido 16nico (g); [E]: Enzima (g).
Fonte: O autor
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Tabela 8 - Andlise de variancia para a atividade enzimatica de esterificacdo do 2°
DCCR 22 completo em fungéo da concentragdo liquido ibnico e massa de enzima

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado

variagao Quadrados Liberdade Médio F calculado
Regresséao 322159,6 5 64431,92 13,24288
Residuo 24327 5 4865,4

Falta de Ajuste 23612,8 3 7870,9

Erro Puro 714,2 2 357,1

Total 346486,6 10

R2: 0,96; F tabelado: 3,94

Fonte: O autor

A Equacéo 5 apresenta o modelo codificado de segunda ordem em funcéo das
variaveis concentracdo de liquido iénico e concentracdo de enzima. O modelo foi
validado pela analise de variancia (Tabela 7 coeficiente de regressao), na qual obteve-
se um coeficiente de correlacdo de 0,96 e o F calculado 3,36 vezes maior que o F
tabelado, os quais permitiram a construcdo da superficie de resposta e curva de

contorno, apresentadas na Figura 11.

Atividade de esterificacdo = 80,16 - 54,68 LI — 184,11 LI2 +109,71E —72,28 E2 -50,76
LI xE (5)

Onde: [LI]: Liquido I6nico (g); [E]: Enzima (g).

Através da Figura 11 a e b podemos observar que em uma concentracdo de
enzima superior a 0,3g e de LI de 1,6g obtém-se as maiores atividades de
esterificacdo do imobilizado, corroborando com o comportamento observado no
ensaio 8 (Tabela 6), que apresentou a maior atividade (578,38 U/g) de esterificacao.
Este comportamento também pode estar relacionado a estrutura mesoporosa do
suporte (zedlitas) e por se tratar de um processo de imobilizacdo in situ (enzima
adicionada no processo de sintese do suporte). Desta forma, quando uma enzima é
imobilizada em um suporte (em matriz) podem acontecer alteragdes que resultam em
ganhos significativos da atividade enzimatica e consequentemente ganhos de

rendimento. Nas quais podemos citar, a facilidade de interagdo da enzima com o



51

suporte, a mudanca na conformacao enzimatica disponibilizando o sitio ativo, além do

suporte proteger e melhorar as caracteristicas de pH e temperatura da enzima.

Figura 11 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) em funcdo da

concentragdo de liquido idnico e enzima na atividade de esterificagdo do imobilizado
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Outro fator que pode ter contribuido para a maior atividade do imobilizado
quando comparado com a enzima livre € a presenca do liquido iénico, que conforme
Mohidem e Mat (2011), quando utilizado durante o processo de imobilizacdo ou
sintese do suporte, possivelmente pode estar modificando a hidrofobicidade do
microambiente, exercendo influéncia no nivel de umidade dentro do suporte
proporcionando melhores resultados. Resultado similar também foi reportado por Hara
et al. (2010), sendo que este afirma que o uso do Li como aditivo tem sido sugerido,
como o agente capaz de estabilizar enzimas, protegendo a camada de hidratacéo ao
redor da enzima e/ou pela alteragdo conformacional ocasionando ativagao
permanente da enzima.

Até o presente momento, na literatura ndo foram encontrados relatos referentes
ao processo de imobilizacdo utilizando lipase AK em MCM-48. Porém, foram
encontrados relatos utilizando diferentes suportes e diferentes lipases, incluindo a
lipase AK.

Marum (2013) em pesquisa de imobilizacédo covalente da lipase AK (0,5g) em
quitosana, com a utilizacdo de epicloridrina e magnetita, apresentou atividade de
hidrélise de 256 U/g.

Em estudo sobre a lipase de Bacillus sp. ITP-001, Carvalho et al. (2015),
utilizando o tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor para realizar encapsulamento
da enzima pela técnica sol-gel, que foi caracterizada bioquimicamente na reacdo de
esterificacdo e foi possivel verificar uma melhoria do rendimento de atividade (43%),
em relacdo a atividade inicial.

Ao adicionar diferentes liquidos idnicos, durante o encapsulamento pela técnica
sol-gel para a imobilizacdo da lipase de Bacillus sp. ITP-001, Souza et al. (2013)
observaram maior rendimento de atividade para o imobilizado (50%), quando
comparado com a livre, possivelmente devido a protecao promovida pelo liquido iénico
durante a encapsulacao, promovendo protecdo da lipase ocasionada pelo alcool e

encolhimento de gel durante o processo sol-gel.

5.4 Estabilidade de estocagem

O estudo da estabilidade de estocagem do imobilizado (obtido no ensaio 8,

Tabela 6) foi realizado armazenando-se com o armazenamento do mesmo sob
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refrigeracdo (entre 2 e 5°C) e temperatura ambiente (10 a 25°C). A Figura 12
apresenta os resultados da estabilidade de estocagem, cujos resultados demonstram
gue tanto a amostra estocada a temperatura ambiente quanto a em geladeira
mantiveram 60% da atividade inicial num periodo de 40 dias. Porém, a amostra
mantida sob refrigeracdo manteve 50% da atividade inicial em 50 dias.

A manutencao de estabilidade do imobilizado pode ser causada pelo aumento
da estabilidade do catalisador favorecido pelo liquido ibnico ou a propria estrutura do

suporte mesoporoso, que favorece a estabilidade do imobilizado.

Figura 12 - Estabilidade de estocagem do imobilizado em MCM-48
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Fonte: O autor

Nyari et al. (2016) estudaram a estabilidade de estocagem da lipase CAL B
imobilizada em PU, e verificaram que apds 375 dias de armazenamento a mesma
apresentava atividade residual de 87 % e 51 %, quando armazenadas em temperatura
ambiente e refrigeracao, receptivamente.

Giraldo e Diaz (2013) utilizaram a lipase de Candida rugosa imobilizada em
organobentonita em pré-tratamento de dguas residuais na industria lactea e obtiveram

estabilidade operacional durante 7 dias de armazenamento a 4°C.
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5.5 Estabilidade reacional

O estudo da estabilidade reacional é interessante para a aplicacdo industrial
dos biocatalizadores imobilizados e n&do imobilizados, pois este apresentara as
possibilidades de utilizacao de diferentes tempos e temperaturas, nos quais a reacao
podera ser conduzida.

A avaliacdo da estabilidade reacional, utilizando o imobilizado obtido no ensaio
8, Tabela 6, foi realizada variando-se o tempo de temperatura da reacédo. As Figuras
13 (a) e (b) apresentam os resultados obtidos com a enzima livre e imobilizada,
respectivamente.

A Figura 13 a e b apresentam os valores da atividade de esterificacdo para a
enzima livre e imobilizada em MCM-48, respectivamente, em funcdo do tempo e das
temperaturas de reacdo, no qual podemos observar que em 40 minutos e 40°C
reacionais, tanto para a enzima imobilizada como para a livre, ocorre um pico com a
maior atividade e esta caracteristica apresenta a possivel presenca de dois
mecanismos reacionais (esterificacdo e hidrolise) relacionados com as lipases. Do
inicio da reacdo até os 40 minutos de reagdo, temos a reacao de esterificacdo, a qual
apresenta como produto final o éster e a agua. Com o passar do tempo ocorre um
aumento da concentracao de agua no sistema reacional e assim a reagao de hidrélise
é favorecida e passa a consumir o éster formado, levando a uma diminuicdo da
atividade de esterificacdo. A tendéncia de aumentar a atividade em funcdo do tempo
pode ser observada em todas as temperaturas testadas.

Pode-se observar também nas Figuras 13 a e b que a enzima lipase AK na sua
forma imobilizada (b), quando comparada com a livre (Figura 13 a), apresentou
melhores atividades e uma maior resisténcia a mudancas de temperatura e tempo,
tanto que na Figura 13 b pode-se inferir que a enzima AK em temperatura de 60°C
obteve maior atividade 350U/g em torno de 30 min e a enzima livre atingiu no maximo
200 U/g em igual periodo. Porém os melhores resultados de atividade para a enzima
lipase AK imobilizada foram a 40°C, 600U/g no tempo de 40min e para a livre 40°C,
250 U/g no tempo de 40min. Quando mantida a 20°C a lipase AK Imobilizada em
MCM-48 obteve a melhor atividade em torno de 60min atingindo 100U/g de atividade,
ja a enzima livre mantida na mesma temperatura atingiu 240U/g em 60min. Assim

pode-se concluir que a lipase AK imobilizada em MCM-48 e livre, quando submetida
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a temperaturas e tempos variados, podem apresentar comportamento diferentes, isto
é resultado de a enzima livre ser sollivel e ndo apresentar protecao fisica, diferente
da imobilizada que apresenta uma estrutura porosa que lhe favorece com protecao

estrutural, proporcionando aumento da atividade do catalisador.

Figura 13 - Estabilidade reacional da enzima livre (a) e imobilizada (b) quanto a

atividade de esterificacao
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De acordo com Silva et al. (2011) este comportamento esta diretamente ligado
a forma estrutural da enzima, pois as enzimas na sua forma solavel (livre) séo
moléculas proteicas complexas e de certa flexibilidade, sua atividade catalitica provem
uma estrutura altamente ordenada, muito delicada e fragil. Se a molécula absorve
muita energia, pode ocorrer mudangas conformacionais nos seus sitios ativos, muitas
vezes irreversiveis, podendo até desnaturar totalmente a enzima.

No presente estudo foi observado que a imobilizacdo da lipase AK em MCM-
48 aumentou a estabilidade em diferentes temperaturas e tempos e a atividade
enzimatica quanto a esterificagdo da enzima imobilizada, quando comparada com a
livre. E estes resultados sdo de extremo interesse pois vao possibilitar a aplicagéo
industrial, j& que a literatura apresenta a estabilidade térmica do imobilizado como um
requisito importante para garantir a aplicacdo, pois muitos processos utilizam
temperatura na faixa de 40 a 50°C (CARVALHO et al., 2013). Assim deve-se sempre
considerar as condi¢gbes de processo aos quais a enzima imobilizada ou livre serao

aplicadas.

5.6 Estabilidade operacional

Ao realizar-se a imobilizacdo de enzimas, um dos principais objetivos € que a
enzima imobilizada proporcione a reutilizagdo em mais de um ciclo de reacéo, busca-
se o0 reuso devido ao custo das enzimas, pois em muitos processos, € um dos
principais problemas referente a sua aplicacao industrial. Normalmente, considera-se
gue uma enzima pode ser reutilizada até a sua atividade ser maior ou igual a 50 % do
valor da atividade inicial (FICANHA, 2014).

Para avaliar a possibilidade de reutilizar a enzima AK imobilizada em matriz
MCM-48 (ensaio 8, Tabela 6), esta foi submetida a reuso continuo (sem lavagem) em
reacoes de sintese de oleato de etila, cujo resultado € apresentado na Figura 14.

Como pode-se observar na Figura 14 o imobilizado apresentou 4 reciclos com
atividade residual de mais de 50%, indicando que ele poderia ser reutilizado em torno
de 4 vezes em um mesmo processo reacional para sintese do oleato de etila.

A perda de atividade e/ou eficiéncia catalitica do imobilizado entre os ciclos é
uma tendéncia esperada em processos cataliticos e pode estar vinculada a diferentes

fatores, tais como: i) inativagdo da enzima por desnaturacdo da mesma, ii) lixiviacdo
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do suporte e iii) obstrugdo fisica do siitio ativo da enzima, os quais podem se
manifestar independentemente ou associativamente (Carvalho et al., 2015).

Souza et al. (2013) ao realizar estudo sobre a reutilizacdo da enzima lipase
Bacillus sp. PTI-001 imobilizada em sol gel, obteve 3 e 2 reciclos com mais 50% de
atividade inicial para a lipase imobilizada por adsorgéo e para a lipase imobilizada por
encapsulacéo, respectivamente. Feher et al. (2008) empregando a CALB imobilizado
(Novozym 435) juntamente com liquido ibnico (Bmim - PF6) na sintese de acetato de

isoamila, verificaram 7 ciclos, com rendimentos proximo de 100%.

Figura 14 - Namero de reciclos da enzima lipase AK imobilizada em MCM-48 com
reuso continuo
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Fonte: O autor

5.7 Potencial de aplicagdo da enzima imobilizada em reagdes de sintese de

ésteres

Realizou-se ensaios de aplicacdo da lipase AK imobilizada em MCM-48 (ensaio
8, Tabela 6), na catédlise de reacBes para sintese enzimética dos ésteres geranil
oleato, oleato de etila, butanoato de butila e oleato de butila, conforme apresentado
na Figura 15.

A aplicagéo do imobilizado nas rea¢des de producédo dos ésteres geranil oleato,
oleato de etila, butanoato de butila e oleato de butila, apresentaram 14, 18, 3, 2% de

rendimento de conversao, nos tempos de 120, 30, 60, 30min, respectivamente. Os
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resultados demonstram a potencialidade do imobilizado avaliado, principalmente para
a sintese do oleato de etila. Percebe-se também que com o passar do tempo, no caso
do oleato de etila, até 30 min aumenta a conversdo de ésteres e a partir do ponto
otimo de conversdo passa a diminuir, 0 que pode ser causado pela inativacdo da
enzima e a propria converséo de ésteres e agua e a reacgdo inversa de hidrolise estar

favorecida.

Figura 15 - Sintese dos ésteres de geranil oleato, oleato de etila, butanoato de butila

e oleato de butila com a enzima AK imobilizada em MCM-48
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Conforme Lerin et al. (2011), a perda de atividade da enzima ao longo do
tempo pode ser provocada pela desativacao da enzima como uma consequéncia do
efeito térmico e concentracdo do produto. Quanto ao produto da reacdo de
esterificacdo, que é a agua, com seu aumento excessivo ocorreu um efeito negativo
no rendimento de conversao e pode ter influenciado diretamente nos valores de
conversao dos ésteres (GRAEBIN et al., 2012). Para tanto, o conhecimento da lei de
velocidade que rege o processo de desativacdo muitas vezes é importante nos
processos de catalise enziméatica e de interesse na concepg¢ao do processo.

Em estudo realizado por Nyari (2013), a aplicacao do imobilizado (lipase CALB
em poliuretano) nas reacdes de producdo de geranil propionato e geranil oleato
resultou em conversdes de 18,3% e 31,2%, respectivamente, e da sintese de oleato
de etila em 83,2%.
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Ferraz et al. (2012) ao realizar sintese de geranil propionato obteve conversdes
de 32,2% e 34,4% quando utilizou extrato enzimético bruto (EEB) e extrato enziméatico
bruto imobilizado (EEBI), respectivamente. Ja para a lipase comercial de pancreas
suino, a maior conversao obtida (35,9%) foi quando utilizada a enzima comercial livre

(ECL) na esterificacdo enzimética de geraniol e &cido propidnico.

5.7.1 Estudo cinético da sintese do oleato de etila

Os resultados de aplicagdo demonstram a potencialidade do imobilizado
especialmente para o0 oleato de etila, entdo realizou-se um estudo cinético de
aplicacao da enzima lipase AK livre e imobilizada em matriz MCM-48 (ensaio 8, Tabela
6) na sintese do oleato de etila a diferentes temperaturas.

Através da Figura 16 a e b, pode-se observar que a enzima livre (Figura 16 a)
atingiu maior conversao (5%) em 240min a 20°C, enquanto que a imobilizada (Figura
16 b), apresentou conversédo (20%) em 40°C em apenas 40min. Este comportamento
pode estar ocorrendo, pelo fato da enzima imobilizada apresentar maior acessibilidade
e contato do sitio ativo com o substrato e este comportamento pode ser
proporcionados pelo suporte e pelo liquido iénico.

Ferreira et al. (2014), realizaram imobilizacdo da lipase Amano AK de P.
fluorescens sobre esferas de fibra de seda e alginato por encapsulagéo, e puderam
observar que a imobilizacéo favoreceu a seletividade da reacdo em comparacdo com
a enzima livre, quando obtiveram 48% de rendimento para a enzima livre e 49% para
a imobilizada (no tempo de 96h), porém com indices de seletividade de 124 e 327

respectivamente.
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Figura 16 - Estudo cinético da aplicacéo de lipase AK livre (a) e imobilizada em MCM-
48 (b) na sintese do éster oleato de etila

6
L [ ]
?5 .
S
'
7] L
2 3 - [ |
=
G2 )
O ®
Tr ¢
. A
0 A A A A A A - |
0 15 30 40 60 90 120 240 360
Tempo (min)
@20° M40° A60° ABO°
a) enzima livre
25
~ 20 r L]
)
S 15 ¢ "
) |
210 +
o A A A
O 5 s ° L ° ¢
| . . e
; [ ] ° A n
0 ' ' ' . . s » "
0 15 30 40 60 90 120 240 360

Tempo (min)
®20° m40° a60° &80°

b) enzima imobilizada

Fonte: O autor

Os estudos de aplicagdo da lipase sdo de grande importancia, pois estas
apresentam grande aplicagcdo industrial como por exemplo, reacfes de
biotransformag&o. A melhoria da eficiéncia catalitica ocasiona o aumento do valor
agregado frente aos principios da quimica verde e sustentabilidade (KAPOOR et al.
2012; CARVALHO et al. 2015).
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6 CONCLUSAO

A sintese de imobilizacdo de lipase AK em MCM-48 in situ € inovadora, sendo
gue existem poucos estudos cientificos relatados a esse respeito, a qual apresentou
rendimento de 664%, e atividade residual apos 40 dias de armazenamento igual 60%.

Um planejamento fatorial completo de segunda ordem possibilitou a
maximizacao do processo de imobilizagdo, a maior atividade 578U/g com 1,69 de LI
e 0,441g de enzima.

Os resultados de estabilidade de estocagem demonstraram que tanto a
amostra estocada a temperatura ambiente quanto a em geladeira mantiveram 60% da
atividade inicial num periodo de 40 dias. Em relacdo ao reuso da enzima imobilizada,
pode-se verificar a possibilidade de reutilizacdo por até 5 vezes, com atividade
residual de mais de 50%.

A aplicacéo do imobilizado nas rea¢des de producédo dos ésteres geranil oleato,
oleato de etila, butanoato de butila e oleato de butila, apresentaram 14, 18, 3, 2% de
rendimento de conversao, respectivamente.

Desta forma, a imobilizacdo da lipase AK em MCM-48, por confinamento em
matriz, € uma técnica promissora, pois o imobilizado alcangou maior atividade quando
comparada com a livre, e relacionando a simplicidade do processo a capacidade de
aplicacao do biocatalizador em processos biotecnoldgicos em especial em reacdes de

interesse na industria de alimentos.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, algumas sugestfes
para trabalhos futuros podem ser apontadas:

- Avaliar a possibilidade de aplicagdo do imobilizado em emulsificantes;

- Avaliar a possibilidade de aplicacdo em diferentes ésteres;

- Avaliar a aplicacdo do imobilizado em tratamento de efluentes;

- Avaliar o efeito da ativacdo enzimatica em alta pressédo (CO2 e GLP) sobre a
atividade catalitica da enzima imobilizada;

- Avaliar o efeito do ultrassom na atividade do imobilizado;

- Avaliar o imobilizado em sistema de fluxo continuo.
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