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RESUMO

A lipase de Candida antarctica do tipo B (CALB) ¢ uma enzima capaz de atuar em diversas
reacdes quimicas, dentre elas, hidrolise, esterificacdo e transesterificagdo, porém seu uso na
forma livre ¢ dificultado pela sua estabilidade e recuperagdo. Uma alternativa para superar
essas limitagdes € o processo de imobilizacdo em suportes que mantenham as atividades
cataliticas da enzima. Materiais mesoporosos do tipo MCM-48 sdo uma op¢do como suportes
de imobilizacdo enzimatica por serem inertes € com pouca ou nenhuma interferéncia no
comportamento da enzima, além disso, apresentam varias propriedades importantes
principalmente para aplica¢des cataliticas e adsortivas, tais como, poros com formas bem
definidas, alta area superficial, boa estabilidade térmica, hidrotérmica e mecanica. Nesse
sentido, o objetivo do presente trabalho foi imobilizar a lipase CALB em material mesoporoso
do tipo MCM-48, utilizando os seguintes sélidos i6nicos como direcionadores de estrutura:
[C16MI]CI (cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazolio) e [C14sMI]CI (cloreto de 1-tetradecil-3-
metilimidazodlio). Os materiais foram caracterizados através das andlises de ressonancia
magnética nuclear (RMN), difracdo de raios X (DRX) e adsor¢do e dessor¢cdo de N, (BET).
Para todas as andlises os resultados obtidos foram caracteristicos dos materiais sintetizados.
Um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2* completo foi proposto, para ambos
os suportes, para verificar a influéncia das varidveis massa de enzima e concentracdo de
solido i6nico na imobilizacdo enzimatica, a fim de otimizar o processo e obter a maxima
atividade de esterificagdo. Para o derivado imobilizado enzima/MCM-48[C;sMI]CI as
variaveis otimizadas foram de 0,20 g de enzima e 1,90 % de s6lido i6nico com atividade de
esterificacdo de 469,61 U/g e rendimento de 822 %. Para o derivado imobilizado
enzima/MCM-48[C4sMI]CI as variaveis otimizadas foram de 0,31 g de enzima e 3,35 % de
solido i6nico com atividade de esterificacdo de 392,92 U/g e 688 % de rendimento. A enzima
imobilizada em ambos os suportes apresentou melhor estabilidade de armazenamento, térmica
e operacional em comparacdo com a enzima em sua forma livre. Resultados promissores
foram obtidos com a utilizagdo dos biocatalisadores na producao de ésteres a partir do
geraniol. Os resultados obtidos mostraram que a imobilizagdo pela técnica in situ apresentou-
se eficaz, possibilitando o aprisionamento da enzima no interior da rede cristalina do material
e o material MCM-48 mostrou-se eficiente e promissor para imobilizacdo da CALB,
principalmente pelo custo-beneficio do suporte, tornando-se potencial para aplicagdes
industriais.

Palavras-chave: Lipase. Imobilizagdo. MCM-48. Sélidos i6nicos.



ABSTRACT

Candida Antarctica lipase B (CALB) is an enzyme able to catalyze several chemical
reactions, for example, hydrolysis, esterification and transesterification; however, when it is
used as a free enzyme some problems related to stability and recovery can appear. One
alternative to overcome this limitation is the immobilization process on supports that can keep
the enzyme catalytic activity. Mesoporous materials as MCM-48 are an option to be used as
supports of enzymatic immobilization because they are inert and have few or sometimes none
interference in the enzymatic behavior, moreover, they exhibit some important features
mainly for catalytic and adsorption application, for instance, their pores have a well-defined
shape, high surface area, good thermal, hydrothermal and mechanical stability. In this context,
the main purpose of this study was the immobilization of the lipase CALB on MCM-48
mesoporous material, using the ionic solids [CisMI]CIl (1-hexadecyl-3-methylimidazolium
chloride) and [C4sMI|CI (1-tetradecyl-3-methylimidazolium chloride) as structure director.
The materials were characterized using the nuclear magnetic resonance (NMR), X-ray
diffraction (XRD) and adsorption and desorption of N, (BET). For all the analysis, the
obtained result were characteristic of the synthetized material. In order to optimize the process
and to obtain the maximum esterification activity, central composite rotatable design (CCRD)
2% full was proposed for both supports, to verify the influence of some variables like mass of
the enzyme and ionic solid concentration during the enzyme immobilization. The optimum
variables for enzyme/MCM-48[CsMI]CI composite was 0.20 g of enzyme and 1.90 % of
ionic solid resulting in esterification activity of 469.61 U/g and yield of 822 %. And the
optimum variables for enzyme/ MCM-48[C4sMI]|CI composite was 0.31 g of enzyme and
3.35 % of ionic solid resulting in esterification activity of 392.92 U/g and yield of 688 %. The
immobilized enzyme on MCM-48[C;sMI]Cl and MCM-48[C,4MI]|CI supports showed better
storage, thermal and operational stability than free enzyme. Studies using the biocatalysts
produced were performed to obtain esters from geraniol and some promising results were
obtained, which showed that immobilization by in sifu technique was effective, making
possible to confine the enzyme inside the crystal lattice and the material MCM-48 reveled to
be promising and efficient to immobilize CALB, mainly, due to the cost benefit of the
support, becoming a potential for industry application.

Keywords: Lipase. Immobilization. MCM-48. Ionic solids.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Numero de publicacdes contendo o termo ‘“ionic liquid”, no titulo, resumo e

palavras-chave, em fungao do tEMPO .......cceieeiuiieiiiieciie e e 22
Figura 2 - Unidades primarias de CONSIUGAO ......cc.eevuireriieriieiieeiieeieeeieeeieeeneeieeeereereeseneenneas 28
Figura 3 - Unidades secundarias de CONSLIUGAO. ......ccuveeuieruiieirieriieeiiesireereeereeieeeeveereeseneeneeas 28
Figura 4 - Unidades poliédricas de COnStIruGa0. ......cc.evuverueeiirieniiiieniieieeieeetenie e 29
Figura 5 - Estrutura MCM-48......couiiiieeeee ettt ettt 31
Figura 6 - Mecanismo de formagdo de MCM-41: a) iniciado por cristais liquidos, b) iniciado
POT STIHCA (TEOS) ...ttt ettt ettt et e et e esteeesbeesaeenseesseessseenseas 32
Figura 7 - Modelo proposto para formacdo de material mesoporoso utilizando LI como
direcionadores de ESIIULUIA . ........eeiuiiiiieiie ittt ettt ettt et e st e bt e st ebeesaaeens 33
Figura 8 - Reagdes catalisadas pela lPase........ceeveeeiieiiieniieiiieeiieeecee e 36
Figura 9 - Esquema geral da reagdo de esterificagao.........cceevvieriieniienieeniienieeieeeee e 37
Figura 10 - Sitio ativo da Candida antarctica B (CALB)........ccccoiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee, 39
Figura 11 - Principais métodos de imobilizagdo de enzimas ............coeceeevueerieineenieeneenieenen. 40
Figura 12 - Fatores que afetam o desempenho de enzimas imobilizadas..........c..ccccevueeuennnne. 42
Figura 13 - Fluxograma dos experimentos realizados...........cccueevrevieerieeriienieenieeeieeiee e 46

Figura 14 - Reacdes de sintese dos solidos idnicos, (a) cloreto de 1-hexadecil-3-

metilimidazolio; (b) cloreto de 1-tetradecil-3-metilimidazolio..........cceeeevieeeieeeiiieeiieeieens 47
Figura 15 - Sintese do acetato de geranila e butirato de geranila...........cccccoceeverviniininncnnne. 54
Figura 16 - Analise de RMN "H do [C16MIJCL ..o 56
Figura 17 - Analise de RMN "H do [C1aMIJCL ......ooivimieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 57
Figura 18 - Difratogramas de raios X dos materiais MCM-48...........cccceevemienennienienencicneenn. 58
Figura 19 - Andlise textural de adsor¢ao/dessor¢ao de Ny .....c.cocveeviieiiieiiieniiieiieneeceeeee, 60

Figura 20 - Testes preliminares da atividade de esterificacdo para a otimiza¢do do processo. 62
Figura 21 - Testes preliminares da atividade de esterificacdo do derivado imobilizado
enzima/MCM-48[CsMI]CI em relag@o a massa de enzima ..........cceeeeevieerieenieenienieenieeniene 63
Figura 22 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) da imobilizagdo da CALB em
MOCM-AAE[CLEMIJCl ..ttt ettt ettt be et sae e 66
Figura 23 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) da imobilizagdo da CALB em
MOCM-AE[CLAMIICl ..ttt ettt et et e e esaense e s e esaeseenseeneenns 70

Figura 24 - Estabilidade ao armazenamento da enzima livre e dos derivados imobilizados ... 72



Figura 25 - Estabilidade térmica da enzima livre e dos derivados imobilizados
Figura 26 - Estabilidade operacional dos derivados imobilizados ............cceceveerierienienniennenne. 75
Figura 27 - Curva de contorno para a conversdo do acetato de geranila a partir da enzima
imobilizada em MCM-48[C1aMI[Cl......ccuiiiiiieieeee e e 79
Figura 28 - Curva de contorno para a conversao do acetato de geranila a partir da enzima
imobilizada em MCM-48[Ci16MIClL......ccuiiiiiiieiieeee et 79
Figura 29 - Curva de contorno para a conversdao do butirato de geranila a partir da enzima
imobilizada em MCM-48[C4MI|Cl

Figura 30 - Curva de contorno para a conversdo do butirato de geranila a partir da enzima

imobilizada em MCM-48[C;sMI]|Cl1



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Principais cations ¢ anions utilizados na sintese de Ll.........ccccoeeevvevviiencieenneeennee. 23
Tabela 2 - Caracteristicas dos s60lidos 10nicos Utilizados ...........ccceeeeveeevrieecieeeeiee e 47

Tabela 3 - Variaveis independentes e niveis de variagdo (valores reais e codificados) para o

derivado imobilizado enzima/MCM-48[CisMI[Cl.........cccoiviiiiiiiiiieiieeeeeceeeeeeee e 52
Tabela 4 - Variaveis independentes ¢ niveis de variacao (valores reais e codificados) para o
derivado imobilizado enzima/MCM-48[CisMI[Cl.........cccoeoviiiiiiiiieiieeee e 52
Tabela 5 - Variaveis independentes e niveis de variagdo (valores reais e codificados) para
sintese do acetato e butirato de geranila...........ccceecvieriiiiiieiieiiiieie e 55
Tabela 6 - Caracteristicas dos suportes com e sem a presenga da enzima ............eeevveeeveenne. 60

Tabela 7 - Matriz de experimentos do DCCR 2* e os resultados da atividade enzimatica

obtidos na imobiliza¢do da CALB em MCM-48[CicMI[Cl.......ccoeevviiieiiieciieeieeeieeeeee 64
Tabela 8 - Resultados do teste da condigdo 6tima predita pelo modelo para imobilizagdo em
1Y (O B3] 1Y, [ USRS 66
Tabela 9 - Matriz de experimentos do DCCR 2* e os resultados da atividade enzimatica
obtidos na imobilizacdo da CALB em MCM-48[C4MI]Cl — Teste preliminar....................... 68
Tabela 10 - Matriz de experimentos do DCCR 2” ¢ os resultados da atividade enzimatica
obtidos na imobiliza¢do CALB em MCM-48[C4MI]Cl.......c..coovviiiiiiiiiieecieeeeeee e 69
Tabela 11 - Resultados do teste da condigao 6tima predita pelo modelo...........ccceeevveeeenenennee. 71

Tabela 12 - Matriz do DCC 2° (valores e codificados) com as respostas para a conversdo do
ACCLALO dE GEIANIIA .....cvviieiiiiiiicie ettt ettt e st e et e b e e beestaeesaeenaeens 76
Tabela 13 - Matriz do DCC 2’ (valores e codificados) com as respostas da conversdo do

bUtirato de GETaANIla.........ooouiiiuiiiiiiie e et 81



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Histérico do desenvolvimento dos liquidos 10N1COS.......c.ueeeeeveeerveeeiiieeeiieeereeeene

Quadro 2 - Aplicagdes dos liquidOS 10NICOS .....eeeviieeiiiieeiireeiieeeiee et e eeireeeereeerreeereeesreeesenes



LISTA DE ABREVIACOES, SIMBOLOS E UNIDADES

%: Porcentagem

[CisMI|CI:  Cloreto de 1-hexadecil-3-
metilimidazolio

[Ci4MI]CI: Cloreto de 1-tetradecil-3-
metilimidazolio

°C: Graus Celsius

uL: Microlitro

umol: Micromol

A: Angstrém

AE: Atividade de esterificagao

CALB: Lipase de Candida antarctica do
tipo B

CMC: Concentragao micelar critica
CDCls: Cloroférmio deuterado

DCCR: Delineamento composto central
rotacional

DCC: Delineamento composto central
DRX: Difratograma de raios X

EL: Enzima livre

EIL: Enzima imobilizada

g: Grama

h: Hora

IUPAC: International Union of Pure and
Applied Chemestry

IZA: International Zeolite Association

K: Kelvin

kDa: Kilodalton

LCT: Liquid Cristal Templating

LI: Liquido i6nico

LIs: Liquidos idnicos

M: Molar

mg: Miligrama

min: Minutos

mL: Mililitros

mmol: Milimol

NaOH: Hidroxido de sodio

NH4OH: Hidroxido de amonio

nm: NanOmetro

OH': Hidroxila

pH: Potencial de hidrogénio

pl: Ponto isoelétrico

RMN: Ressonancia magnética nuclear
RMN'H: Ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio

R%: Coeficiente de determinagéo

rpm: Rotagdes por minuto

SI: Solido i6nico

TEOS: Tetraetilortosilicato

TMOS: Tetrametilortosilicato
TMAOH: Hidroxido de tetrametilamonio
U: Unidade de atividade



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS....cootiiinuinntinicssissesssesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssss 9
LISTA DE TABELAS ..couiitiniiniininensisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 11
LISTA DE QUADROS . ..uuiiiitiintinsensesssicssistsssissssssssssesssisssssstssssssssssssssssssssssssasssssssssssssns 12
LISTA DE ABREVIACOES, SIMBOLOS E UNIDADES ........coceveeteeueenesnessssssssssessesses 13
1 INTRODUGAOQ ...eeeeererererererenesesesessesesessssssssesessssssssssessssssssssassssssssssssessssssssssasessssssssssaseses 17
2 OBIETIVOS ..uuiiiuineisensnissnnssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 19
2.1 ODJEtivVo eral.....uueiccieicireicssencssnisssanesssanesssssessssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssas 19
2.2 ODjJetivos eSPECIFICOS...cicireicrsricssricssaresssanessssrsssssnessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssns 19
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA .....c.ucomeuneenneennsennsenssessssssssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssesses 20
3.1 Liquidos IONIcoS (ILIS) vecccrreessarecssaresssanessancsssnnsssasssssasssssasesssasessssssssssssssssssssnsssssssssssnssssnns 20
3.1.1 ASPECLOS NISEOTICOS ..cuvvieiiieiiieiiieeiieeiie ettt e ettt e et e e e ebeesbeeesbeesaeesseenseessseensaessseenseennns 20
3.1.2 Estrutura € propriedades ..........c.eeeuieeiieiieirieeiienie et esiee et esiee et ebe et sre et aeensee e 22
3.1.3 APLICAGOES AOS LIS ..eeieuiiiiiiiiieciiiectie ettt ettt e e e v e e e tae e eaaeeeaaeeeanaeas 24
3.1.4 Liquidos i6nicos contendo o cation imidazolio..........ccceeevuvieriiieeiieeeiieeeiee e 24
3.2 Materiais ZeolitiCOS € MESOPOI0SOS.....cccrerersrrcssrrsssresssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 25
R0 B = 1107 5 (1 TSSOSO PUSTRI 25
3.2.2 Formacao e ocorréncia de zeOlitas NAtUTAIS..........cc.eeevuereeiueeeeiieeeree e et e e eeree e 27
3.2.3 Estrutura € ClasSIfICAGAOD ........cceeiuuiieeeiiiieeeeciitee et eeete e et e et e e e eetae e e e e etreeeeeeaaaeeean 27
3.2.4 APlicagOES INAUSIIIAIS ...veeevireriiieeiieeeiieeeieeeetteeeeteeesteeeeteeessseeesssaeessseeesseessseesseeesseens 30
3.2.5 MaAteriaiS MESOPOTOSOS ..vveeurrerreerrrersreereerseeeseesseeaseessaessseesssessseessessssessseesssessseessseesseensns 31
3.2.6 Sintese dos materiais mesoporosos da familia M41S...........ccccvvviiiiiinieeiicieeee 32
3.3 ENZIMAS ..ouuueiiiniiiiinniininiessnnicsssnecsssnsssssnessssessssnesssssessssssssssesssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssss 34
3e4 LIPASES cevvereecrcrnnrncsssssnresssssasssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssnans 35
3.4.1 Utilizagdo de lipases para produgao de ESteres.........ovvurrruiirirriiierieeireenieereenieeeveeeeenns 37
3.4.2 Lipase de Candida antarctica B (CALB)......c..ooouiiviiiiiieiieieeeeeete e 38
3.5 Imobilizacao eNZIMALICA....ccccvverierrrrrnrecirrseriecsssnsecssssnssessssnssecssssnsssssssnssssssssssasssssnsassssnnas 39
3.5.1 Imobiliza¢ao enzimatica em suportes zeoliticOS € MESOPOTOSOS......ccvveeeevvreerrveerreeernnenn 43
3.6 ConSideracoes FiNAIS ..c.ccveeiicccrericsissnniecsssnricssssansessssnsscsssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssnnns 43
4. MATERIAL E METODOS ....cuciuinmnennscnsnssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 45
4.1 MateriaiS UtHIZAAOS ....cceueeeivuiiiiiniiiinriiinriiinnicineicsntesssnesssnessssnessssnesssssssssssssssesssssssssss 45
4.2 MEtodoS eXPEriMENtALS ....cceereeiesrriossnesssanesssanesssanssssasssssssessssssssssssssssssssasssssssssssssssssasssssns 45

4.2.1 SINTESE dOS SOLIAOS T0MICOS «.evevererererereeeeeeereeeeeeeeeeereeeeesenenesenesesesenenesenesenesanenesesenesennsenanenes 46



4.2.2 Sintese do material mesoporoso MCM-48 e imobilizagao i Situ.........ccceeeuevvenueeuennnnne. 47

4.2.3 Analise e caracterizagdo dos materiaisS ObtidOS ........c.eceeveeiiiieeiiieeiiie e 48
4.2.4 Determinacao da atividade de eSterifiCacao ...........ocovueeeeeiiuiieeeeiiiiie e e e 49
4.2.5 Determinacao do rendimento da imobilizagao0 .........c..eeeeeviuviiieeiiiiiiieiieie e, 50
4.2.6 Estudos preliminares para imobilizaga0 enzimatiCa...........c.ceoveerveerreeeieeseenreerneenreennenn 51
4.2.7 Delineamento eXperimental..........ccc.eevieriieiiierieeiiieeieeieeeee et e ereereeeaeeseeseveeseessveenneas 51
4.2.8 Confirmagao das condi¢des experimentais 6timas descritas pelo modelo...................... 52
4.2.9 Testes de estabilidade ..........ccueeeiiiiiiiicce e 52
4.2.10 Aplicagdo da enzima imobilizada na produgdo de ésteres a partir do geraniol............. 54
5 RESULTADOS E DISCUSSAQ .....uoueereerresnrsssesnssesssssssesssssssssssessessssesssssssssssessssssessesens 56
5.1 Caracterizacao dos SOlid0S I0NICOS ....ccervereerserecsseresssarcssencsssenesssssssssssossssssssssssssasssssassssnns 56
5.2 Caracterizagao doS SUPOITLES ....cceeerveeecrsricsssricsssnessssnesssnessssnesssssesssssesssssssssssssssssssssassssss 58
5.2.1 Difrag@0 de RAI0S X ..cuviiiiiiiiiiiiiciie ettt ettt ettt e et e e e aaeeeaaee s 58
5.2.2 Isotermas de adsorgao € dessor¢ao de No.....coouviiieiieeiiieeeiiee e 59
5.3 Estudos preliminares para otimizacio do processo de imobilizaco........cccceevverececenns 61
5.4 Derivado imobilizado enzima/MCM-48[C1sMI|Cl.....cccccevreerrrunreccssranrccsssansscssssssasssonnes 63
5.4.1 Testes preliminares — Efeito da quantidade de enzima............cccooveeeiienieeieeniecieenenne, 63
5.4.2 Delineamento eXperimental............cccueeriieriieiiienieeieeie et eriee et eeeeere e sreeaeeeaeessee e 64
5.4.3 Confirmagao das condi¢des experimentais 6timas descritas pelo modelo...................... 66
5.5 Derivado imobilizado enzima/MCM-48[C14sMI]Clu....ucciiiiiciiiiiccsnnneiicccsssssssnssssssscssssens 67
5.5.1 Testes preliminares — Efeito da quantidade de enzima e concentragao de s6lido i6nico 67
5.5.2 Delineamento eXperimental............cccueeriierieeiiienieeieeie et eriee et et ere e sereeaeeeaeessee e 68
5.5.3 Confirmagao das condi¢des experimentais 6timas descritas pelo modelo...................... 70
5.6 Estabilidade 20 armazenamento ..........eeeeveeecsseeecssnnecsssnesssnessssrcsssssessssscsssssssssessssssssnss 71
5.7 Estabilidade termiCa.......cceccneievinniiisuinssennsninsseisssicsssnsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssese 73
5.8 Estabilidade operacional..........c.ccoiueecivrinsserinssnncsssnncssnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 74
5.9 Aplicacao da CALB imobilizada em reagdes de producio de ésteres ........cccceeerrureennes 76
5.9.1 Produgdo enzimatica de ésteres a partir do geraniol............cccoecueeviiiiiieniiniiienieeieeeee 76
6 CONCLUSOES....cuuiurincincnssinssscsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 85
7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS ......coeeureerrrensresnesssesssssssssssessssssessesens 87
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ....cuutuueunnennescnsnscasnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 88

APENDICE A - Anilise de varidncia e coeficiente de regressio para a atividade de

esterificacio da imobilizacdo em MCM-48[CisMI|Cl......cverierrrruriccscraneecsssnnsesssssssscssonnns 101



APENDICE B - Anilise de varidncia e coeficiente de regressio para a atividade de
esterificacdo da imobilizacado em MCM-48[C14MI|Cl......cvueiierrrrericcscrnnecsssnssccssssasscssnnns 102
APENDICE C - Anilise de variincia para a conversio do acetato de geranila............. 103
APENDICE D - Coeficiente de regressao e erro padrao, valores de t e p para a
conversio do acetato de geranila...........eccceeiivveriniserininninsnnicssseiessnissssisssssssssssssssasssssssees 104
APENDICE E - Anilise de varidncia para a conversio do butirato de geranila ........... 105
APENDICE F - Coeficiente de regressio e erro padrio, valores de p e t para a conversio
do butirato de geranila........iceieiiiiiiiniiinniiinnniinsnnninsnnninsniinssiesssiisssiesssssesssssessssssssssees 106
APENDICE G = PIOQUGCOES «.e.vevevrececrrncsessscsesssessssesesssessssssessssssessssesssssssssssssessssessssssesssses 107



Introducdo 17

1 INTRODUCAO

As enzimas apresentam importantes propriedades funcionais, tais como: atividade,
seletividade e especificidade, que as tornam capazes de catalisar processos quimicos sob
condi¢cdes ambientais e experimentais amenas, temperatura ambiente e pH préoximo da
neutralidade, despertando assim um grande interesse na aplicacdo industrial. Em comparagao
com os catalisadores quimicos convencionais, as enzimas possuem muitas vantagens, entre
elas, menor consumo energético, evitam a degradacdo ou decomposicdo de produtos e
reagentes, e, consequentemente, ndo formam subprodutos, muitas vezes prejudiciais ao
ambiente.

Dentre a ampla variedade de enzimas, destacam-se as lipases, devido as diversas
reacOes que catalisam, como: esterificagdo, transesterificacao (interesterificacao, alcodlise e
acidolise), aminolise (sintese de amidas) e lactoniza¢do. As lipases produzidas por Candida
antarctica do tipo B (CALB), sdo bem estabelecidas para fins de biocatalise, devido sua alta
atividade, resisténcia a solventes organicos, estabilidade térmica, atuacdo em ampla faixa de
pH e elevada especificidade, sendo utilizadas na industria alimenticia, de detergente,
farmacéutica, té€xtil, cosméticos, papel e oleoquimica.

O uso de enzimas em sua forma livre, apesar de muitas vantagens, torna-se limitado
devido ao elevado custo, baixa estabilidade operacional e de armazenamento. Nesse sentido, a
imobilizacdo enzimatica apresenta-se como uma alternativa para diminuir tais limitagoes,
possibilitando uma maior estabilidade a enzima, facilidade operacional, separacao dos
produtos do meio reacional, possibilidade de reutilizacdo, além de melhorar a eficiéncia
catalitica.

A escolha do suporte € essencial para o €xito do processo de imobilizagdo, além de
influenciar nas etapas de separagdo, recuperacao e reutilizacao do catalisador. Nesse contexto,
0o uso de materiais mesoporosos para a imobilizagdo confere ao biocatalisador alguns
requisitos essenciais € necessarios a um suporte, como estabilidade mecanica e quimica e
facilidade de recuperacao. Além disso, esses materiais possuem estruturas que conferem
propriedades de grande importancia, como: alto grau de hidratacdo, baixa densidade, grandes
canais uniformes nos cristais desidratados, estabilidade da estrutura cristalina, propriedades de
troca cationica, condutividade elétrica, adsorcao de gases e vapores e propriedades cataliticas.

Aliado ao exposto, os liquidos i6nicos (LIs) também tém atraido grande atencdo

devido suas caracteristicas e propriedades, possibilitando a utilizagdo baseada nos principios
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da Quimica Verde, visando a aplicagdo de processos quimicos ambientalmente mais limpos.
Suas aplicacdes sdo numerosas ¢ encontradas em diversas areas, destacando-se na sintese de
materiais zeoliticos, onde seu emprego como direcionador de estrutura possibilita que a
mesma ocorra em condigdes amenas de temperatura e pressao e como aditivos no processo de
imobilizagdo enzimatica.

Diante desse contexto, a realiza¢do do trabalho propde avaliar a imobilizagdo in situ da
lipase Candida antarctica B em materiais mesoporosos do tipo MCM-48 utilizando s6lidos

16nicos como direcionadores de estrutura.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o processo de imobilizagdo in situ da enzima lipase de Candida antarctica B

(CALB) em material mesoporoso do tipo MCM-48 com a utilizagdo de solidos i6nicos como

direcionadores de estrutura.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

g)

h)

Sintetizar imobilizados mesoporosos do tipo MCM-48 contendo a lipase CALB
incorporada a sua estrutura;

Caracterizar os materiais mesoporos obtidos;

Avaliar a imobilizacdo da CALB (relacdo enzima/sélido idnico) visando a
maximiza¢do da atividade enzimatica, empregando o método de planejamento de
experimentos;

Avaliar a estabilidade de armazenamento, térmica e operacional dos derivados
imobilizados;

Avaliar o efeito dos solidos i0nicos e suas concentra¢des na estabilidade enzimatica e
sobre a atividade catalitica da enzima;

Avaliar o efeito dos diferentes suportes empregados na estabilidade enzimatica e sobre
a atividade catalitica da enzima;

Investigar e comparar a atividade enzimatica em meio homogéneo (enzima livre) e em
meio heterogeneizado (enzima imobilizada);

Estudar a possibilidade de utilizagdo da enzima imobilizada em reagdes de produgao

de ésteres.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, serd apresentada uma revisdo sobre os temas relacionados ao objetivo
deste trabalho, sendo eles, liquidos i0nicos, materiais mesoporosos € enzimas, com énfase na

lipase Candida antarctica do tipo B.

3.1 Liquidos Iénicos (LIs)

Liquidos i6nicos, originalmente, foram descritos como “sais fundidos a temperatura
ambiente”, porém o termo “temperatura ambiente” passou a ser questionado pela variagao
dependendo da época do ano e regido. Com o objetivo de solucionar tais questdes, foi
introduzido o termo “liquidos i6nicos”, com a ideia de fornecer no préprio nome a
constitui¢do por combinagdo de ions (cation assimétrico volumoso com um anion fracamente
coordenante) e quebrar o preconceito que tais substancias eram destinadas apenas a usos em
altas temperaturas. Logo, observa-se um equivoco na terminologia empregada, pois podem
ser incluidas na classe dos liquidos i6nicos as substancias com ponto de fusao abaixo de 100
°C (WASSERSCHEID; KEIM, 2000; WEI; IVASKA, 2008; MIGNONI, 2012).

A partir da terminologia e justificativas expostas acima, neste trabalho sera utilizado o
termo “solidos i6nicos”, pois os compostos utilizados no estudo sdo liquidos a altas
temperaturas, porém nas temperaturas de sintese dos materiais mesoporosos tipo MCM-48,
temperatura ambiente, compreendida entre 23-25 °C, o composto cloreto de 1-hexadecil-3-
metilimidazdlio ([C;sMIJCl) e cloreto de I-tetradecil-3-metilimidazolio ([C4MI]CI)

encontram-se no estado solido.

3.1.1 Aspectos historicos

No Quadro 1 estd apresentado o histérico dos liquidos i6nicos, desde sua descoberta,

no final do século XIX, até as pesquisas mais recentes.
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Quadro 1 - Histérico do desenvolvimento dos liquidos i6nicos
Ano Marco historico Referéncias
1888 Sintese do nitrato de etanolamonio com ponto de fusdo abaixo de Gabriel;
100 °C Weiner, 1888
1914 Sintese do nitrato de etilamo6nio com ponto de fusdo de 12 °C Walden, 1914
Sintese de sais contendo o ion cloroaluminato (AlCl4 /Al,Cl;") | Hurley; Wier,
1951 - . .
para eletrodeposicdo do aluminio a baixas temperaturas 1951
1963 Sintese de um material baseado no anion clorocuprato e no cation | Yoke; Weiss;
trietilamodnio, composto nao volatil a temperatura ambiente Tollin, 1963
Sintese do benzoato de tetrahexilamonio (THAB), sal liquido a 25 | Swain et al.,
1967 o
C 1967
1972 Aplicacdo de LI como meio para catalise homogénea Parshall, 1972
Desenvolvimento de LI contendo o cation piridinio e o anion Robinson;
1979 cloroaluminato, 6timo solvente para estudo eletroquimico de Osteryoung,
compostos organometalicos e alquilaromaticos 1979
1985- Fry; Pienta,
Estudo de liquidos i6nicos como solventes para sinteses organicas | 1985 ¢ Boon
1986
et al., 1986
Desenvolvimento de uma nova classe de LIs, baseados no cation Wilkes;
1992 1-etil-3-metilimidazdlio e em anions como o tetrafluorborato, Zaworotko,
nitrato e sulfato, compostos muito resistentes a umidade 1992
Desenvolvimento de misturas ternarias de cloreto de Chauvin;
1995 | 1-n-butil-3-metilimidazélio, tricloreto de aluminio e halogeneto de Einloft;
alquilaluminio, uso como solventes para dimerizacao de olefinas | Oliver, 1995
Sintese de LI com grupamentos aromaticos € os anios PF¢ e Dzvuba:
2002 N(SO;,CF3) com diferentes nimeros de carbonos espagadores yuba,
o ' Bartsch, 2002
entre o anel imidazolio e o grupamento fenil
2004 Aplicagdo de liquidos i6nicos com o cation imidazoélio como Cooper et al.,
solventes na sintese de zedlitas aluminofosfato 2004
2005 Sintese de LI com 1 e 3 carbonos espacadores € com os anions Moret et al.,
brometo e tetrafluorborato 2005
Sintese de LIs utilizando 1 e 3 carbonos espagadores e com o Hsieh et al.,
2006 - .
anion trifluorometanosulfonato. 2006
2007 Estudo de LI como solventes e direcionadores de estruturas para Parnham;
sintese de zeolitas Morris, 2007
2011 Estudos com um novo grupo de LI, sais pirilio, contendo uma Pernak et al.,
carga positiva no atomo de oxigénio 2011
2014 Sintese e caracterizagdo de um novo LI a base do cation Garcia-Saiz et
imidazolio, Dimim [FeBry] al., 2014
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Observa-se pelo historico apresentado no Quadro 1, que ao longo dos ultimos 130
anos varios estudos foram realizados sobre esse tema. Em pesquisa realizada na base de dados
Web of Science (WOS) do Institut for Scientific Information (ISI) / Thompson Reuters,
compreendendo o periodo de 2000-2016 (Figura 1), ¢ verificado que nos ultimos anos as
pesquisas foram muito exploradas e é crescente o numero de artigos e publicagcdes sobre o

tema.

Figura 1 - Numero de publicagdes contendo o termo “ionic liquid”, no titulo, resumo e
palavras-chave, em funcdo do tempo

7000 ~
6000 -
5000 -
4000 -
3000 -
2000 -
1000 -

Numero de publicagdes

Fonte: Pesquisa realizada na base de dados Thompson Reuters

Observando a Figura 1, € possivel evidenciar o acréscimo exponencial em relacdo aos
trabalhos baseados e/ou que utilizaram os mais variados tipos de liquidos i0onicos. Entre os

anos de 2006 a 2016 a quantidade de publicagdes aumentou mais de trés vezes.

3.1.2 Estrutura e propriedades

Os liquidos i6nicos sao constituidos exclusivamente por ions, onde os cations e anions
utilizados determinam as suas propriedades quimicas e fisicas bem como a sua estabilidade
(WEIL; IVASKA, 2008). Os cations e anions mais utilizados na sintese dos LlIs estdo

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Principais cations e anions utilizados na sintese de LI

Cations
R1
+ N B N
N\ Tetraalquilamonio R1/ \/ \RZ Imidazolio
N \ R’
R R3
R
=
P Tetraalquilfosfoni S . Piridino
\“‘\ \\ 0 T
4° 2
R ps R R
Anions
Cl™ Cloreto AlCl; /ALCl; ™ Cloroaluminato
Br~ Brometo CH;CO, ™ Acetato
BF,~ Tetrafluorborato CH;S0,4 Metilsulfato
PF¢ Hexafluorfosfato (CF380,),N - bis(trifluormetilsulfonil)imid
a
NO; Nitrato

(R, R1, R2, R3 e R4 = cadeias alquilicas)
Fonte: Adaptado de Freudenmann et al. (2011)

Os LlIs englobam um conjunto de caracteristicas importantes, tais como, liquidos em
uma ampla faixa de temperatura, densidades elevadas, inflamabilidade desprezivel, baixa
toxicidade (solvente “verde”), boa estabilidade quimica e térmica, poder catalitico e¢ alta
condutividade i6nica (WEIL; IVASKA, 2008).

Para os compostos formados por cloretos de 1-alquil-3-metilimidazolio, o aumento da
cadeia alquilica (de metil a octil) confere a diminuicdo do ponto de fusdo. Analisando os
derivados de cadeia metila e butila, observa-se que o LI resultante ¢ solido a temperatura
ambiente, no entanto para cadeias maiores, o LI ¢ liquido, ja o aumento da cadeia alquilica
causa diminui¢do da densidade, aumento de viscosidade e hidrofobicidade (POOLE, 2004).
Modificacdes estruturais no cation (especialmente nas posi¢oes 1 ¢ 3 do anel de imidazoélio) e
no anion permitem desencadear propriedades como, miscibilidade com agua e solventes
organicos (SCHREKKER et al., 2007), ponto de fusdo e viscosidade diferenciadas (LEE,
2006).
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3.1.3 Aplicagdes dos LIs

Devido as suas caracteristicas e propriedades, ha um grande interesse na utilizacao dos
liquidos i6nicos baseado nos principios da Quimica Verde, visando processos quimicos
ambientalmente mais limpos e tendo como uma das preocupagdes a substitui¢do de solventes
organicos que sdo bastante volateis e nocivos, especialmente os organo-halogenados
(ANDERSON; ARMSTRONG; WEI, 2006; SHARIFI et al., 2010).

Esses compostos sdo substitutos promissores para solventes organicos comuns em
inimeras reagdes organicas, em processos de extragdo, em cromatografia e em estudos
eletroquimicos, bem como t€ém se mostrado eletrdlitos ideais para dispositivos eletroquimicos
como baterias e capacitores (ANDERSON; ARMSTRONG; WEI, 2006; WEI; IVASKA,
2008; BUZZEO; EVANS; COMPTON, 2004; MONIRUZZAMAN et al., 2010; GHILANE et

al., 2008). No Quadro 2 estdo apresentadas algumas das aplica¢des dos liquidos i6nicos.

Quadro 2 - Aplicagdes dos liquidos i6nicos

Area Aplicacao
Lubrificantes e aditivos .\ Lubrificantes ..
Aditivos para combustiveis
. \ fi
Analitica So ventes para cIomatogra ia gasosa
Cristalizac¢do de proteinas
Biocatalise
Reagdes organicas e cataliticas
Solventes . .
Sintese de nanoparticulas
Polimerizagao
Cristais liquidos Monitores
Acumulador de calor Fluidos térmicos
Destilagao
Separacdo Extragao
parag Membranas
Separacao de gases

Fonte: Adaptado de Aldrich (2005)

3.1.4 Liquidos i6nicos contendo o cation imidazolio

Os LlIs, principalmente os derivados do cation imidazdlio, apresentam uma grande
variacdo nas suas propriedades fisico-quimicas em fun¢do do anion, dos substituintes

presentes no anel imidazdlio e também das interagdes fracas presentes na molécula. A
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estrutura desses compostos ¢ dominada basicamente por ligagdes de hidrogénio fracas entre
cation e anion, intera¢des do tipo empilhamento entre os anéis aromaticos ¢ interagdes do tipo
van der walls entre as cadeias alifaticas. No entanto, o conhecimento sobre suas propriedades
fisicas e quimicas ¢ ainda limitado e o grande nimero de diferentes combinacdes de cations e
anions intensifica ainda mais o problema. Propriedades como ponto de fusdo, densidade,
viscosidade, condutividade i6nica e miscibilidade em agua podem ser ajustadas pela variacao
dos cations e anions, visando encontrar as caracteristicas adequadas para determinada
aplicagdo (FRANZOI et al., 2011).

As aplicagdes de liquidos idnicos sintetizados a partir do cétion imidazolio sdo
numerosas € encontradas em vdrias areas, tais como, extragdo e processos de separagdo
(DUPONT; CONSORTI; SPENCER, 2000), quimica sintética (DUPONT; CONSORTI,
SPENCER, 2000), catalise (PARVULESCU; HARDACRE, 2007), nanoparticulas de metais
de transicdo (OTT; FINKE, 2007), ciéncia dos materiais (KLINGSHIRN et al., 2005),
eletroquimica (WASSERSCHEID; WELTON, 2007) e sintese de materiais zeoliticos
(MORRIS et al., 2014; SACHSE et al., 2015; LOPES et al., 2015).

Devido suas inumeras aplicagcdes e caracteristicas importantes, neste trabalho
propomos a utilizagdo de liquidos idnicos contendo o cation imidazolio em sua estrutura
combinado com o anion cloreto. Foi variado o tamanho da cadeia lateral de carbonos ligada

ao anel imidazoélio de quatorze e dezesseis carbonos (Ci4 € Cip).

3.2 Materiais zeoliticos e mesoporosos

A seguir serdo descritos os materiais zeoliticos e mesoporosos, desde seu

descobrimento até as sinteses mais recentes.

3.2.1 Historico

Alex Fredrick Cronstedt, mineralogista sueco, em 1756, divulgou a descoberta de uma
nova classe de minerais naturais que eliminavam agua quando aquecidos com a chama de um
magarico. Estes materiais foram nomeados de zeolitas, palavra de origem grega que significa
“pedra que ferve” (TURRO, 1986).

Entre 1756 até o inicio de 1930 as zedlitas foram pouco estudadas. Os avangos na area

compreenderam a descrigdo de novas espécies e descoberta de suas propriedades, tais como,
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desidratagdo reversivel, troca idnica, sor¢do de gases e liquidos idnicos e efeito de peneira
molecular (MACEDO, 2007).

As zeolitas classificam-se em naturais e sintéticas, sendo que as de ocorréncia natural
apresentam algumas limitagdes, como: impurezas indesejaveis, composi¢do variavel
(dependendo o deposito) e propriedades cataliticas ndo otimizadas (MACEDO, 2007).

Em 1948 e 1956 foram realizados trabalhos pioneiros quanto a sintese de zeoélitas e
também em relagdo as propriedades de catalise (BRECK et al., 1956). A primeira publicag¢ao
de patente desses materiais surgiu em 1959 (CUNDY; COX, 2003).

Entre 1950 e 1960 foram sintetizadas e comercializadas varias zedlitas contendo
maiores teores de silicio. Em 1962, zeodlitas sintéticas foram introduzidas em escala industrial
no craqueamento catalitico em leito fluidizado de destilados de petréleo bruto (WEITKAMP,
2000). Em 1960, ocorreu o Encontro Nacional de Quimica Inorganica da American Chemical
Society, onde houve a publicacdo da primeira descri¢do do mecanismo de sintese de zeodlitas
pelos autores Edith Flanigen e Donald Breck, os quais elucidaram a formagdo do gel
aluminossilicato e as etapas de nucleacdo e crescimento dos cristais zeoliticos (CUNDY;
COX, 2003).

Ainda na década de 60, foi explorada a sintese dos materiais com maiores
concentragdes de silicio, através do uso de compostos organicos, como amina, sal ou
hidroxido de amonio quaternario. Esses compostos sdo conhecidos como agentes
direcionadores de estrutura ou templates (moldes) e também agem como contraions impondo
uma restricdo a densidade de carga da estrutura, resultando em produtos com maior propor¢ao
de Si/Al. Os compostos podem ser removidos da estrutura por calcinagdo produzindo
materiais com poros abertos para utilizacdo em sor¢do e catalise (CUNDY; COX, 2003;
CUNDY; COX, 2005).

Taramasso, Perego e Notari (1983), descreveram a sintese do titaniossilicato TS-1
sintetizado empregando como agente direcionador de estrutura o hidroxido de
tetrapropilamonio (TPAOH), o produto mostrou ser um catalisador muito util para reacdes de
oxidacao.

Comin (2010) estudou o uso de liquidos i6nicos como direcionadores de estrutura na
sintese de zedlitas beta, processo inovador que dispensou o uso de solventes organicos na
sintese de tais materiais. Mignoni et al. (2010) também utilizaram liquidos i6nicos como
direcionadores de estrutura na sintese de zedlitas e os materiais obtidos foram empregados em

reacdes cataliticas de oligomerizacao de etileno.
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Materiais zeoliticos tipo TON e TiO,” TON foram sintetizados utilizando liquidos
ionicos como direcionadores de estrutura e apresentaram excelentes resultados (MORRIS et

al., 2014; LOPES et al., 2015).

3.2.2 Formagao e ocorréncia de zedlitas naturais

As zeolitas de ocorréncia natural sao formadas com base na precipitacdo de fluidos
contidos nos poros, tal como nas ocorréncias hidrotermais ou pela alteracdo de materiais
vulcanicos. As condi¢des de temperatura, pressdo, atividade das espécies idnicas e de pressao
parcial da agua sdo fatores determinantes na formacdo das diferentes espécies de zeolita
(LUZ, 1994).

A maioria dos depositos de zedlitas sdo encontrados em ambientes geologicos salino
ou lagos alcalinos, solos alcalinos, diagenético, sistema aberto, hidrotermal e sedimentos
marinhos (CLIFTON, 1987; LUZ, 1994). Os diferentes tipos de zedlitas naturais formadas sao
diretamente dependentes das fontes de SiO; (dioxido de silicio) e Al,Os3 (6xido de aluminio)
dos depositos, das caracteristicas fisico-quimicas dos fluidos geologicos, da temperatura e do

tempo de deposito (MIGNONI, 2012).

3.2.3 Estrutura e classificacao

Inicialmente as zedlitas foram definidas como uma classe de materiais
aluminossilicatos hidratados de metais alcalinos ou alcalinos terrosos, principalmente sodio,
potassio, calcio e magnésio. Essa defini¢do foi ampliada e passou a englobar qualquer
estrutura tridimensional com atomos coordenados tetraedricamente (atomos T) um com o
outro através de atomos de oxigénio compartilhados e com uma densidade estrutural menor
que 21 atomos T por 1.000 A’ (LUNA; SCHUCHARDT, 2001; BAERLOCHER;
MCCUSKER; OLSON, 2007).

As zeolitas s3o estruturadas em redes cristalinas tridimensionais compostas de
unidades primarias ¢ unidades secundarias de construgdo. As unidades primarias de
construc¢ao sao compostas de tetraedros do tipo TO4 (T = Si, Al, B, Ge, Fe, P, Co) unidos nos
vértices pelo atomo de oxigénio como demonstrado na Figura 2 (LUNA; SCHUCHARDT,
2001).
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Figura 2 - Unidades primarias de construcio

Fonte: Luna; Schuchardt (2001)

As unidades secundérias de construcdo, apresentadas na Figura 3, sdo 16 unidades
compostas de 4 a 16 atomos T e, quando ligadas, podem formar diversos tipos de redes

cristalinas (GHOBARKAR; SCHAF; GUTH, 1999; BAERLOCHER; MCCUSKER;

OLSON, 2007).

Figura 3 - Unidades secunddrias de construcao

X @ & &4

Spiro-5 4-4 66 8-8

R =Y RO RN
41 4T11] 1-4-1 42

AT A

51.1]

RAO

Fonte: Baerlocher; McCusker; Olson (2007)
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A unido das unidades secundarias de construcdo formam estruturas denominadas de
unidades poliédricas de construgdo, contendo canais e poros interconectados (GIANNETTO,

1990), conforme ilustrado na Figura 4.

Figura 4 - Unidades poliédricas de construcao
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A = 4-anéis, B = 6-anéis, C = gaiola 6, D = gaiola 4-4, E = 8-anéis, F = gaiola ¢, G = gaiola y, H = gaiola 6-6, ] =
gaiola sodalitica, J = gaiola levina, K = gaiola chabazita, L = gaiola o, M = gaiola erionita, N = supergaiola
faujasita
Fonte: Giannetto (1990)

As estruturas zeoliticas apresentam canais ¢ cavidades interconectadas de dimensdes
moleculares geralmente inferiores a 10 A que podem ser preenchidas por 4gua, sais e ions de
compensagdo, conferindo assim propriedades de troca idnica e seletividade catalitica. Sua
estrutura ¢ classificada como microporosa e confere as zedlitas uma superficie interna muito
grande, quando comparada a sua superficie externa. Assim, quanto maior a estrutura
microporosa, maior serd a mobilidade dos reagentes em seu interior, proporcionando uma
maior atividade catalitica, podendo reconhecer, discriminar e organizar moléculas com
tamanhos inferiores a 1 A com muita precisio (SMART; MOORE, 1995; LUNA;
SCHUCHARDT, 2001).

Os materiais porosos, de acordo com a IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemestry), sdao divididos em trés classes conforme o tamanho de seus poros:
microporos (didmetro inferior a 2 nm), mesoporos (didmetro entre 2 ¢ 50 nm) € macroporos
(didmetros maiores que 50 nm) (ROUQUEROL et al., 1994).

A Equagdo 1 ¢ utilizada para expressar a composi¢do das mais diferentes estruturas

das zedlitas.
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mxdytz(Alx+2y+3zSin7X72y73zO 2n) qHZO (1)

Onde, m, d e t representam cations mono, di ou trivalentes, respectivamente; x, y € z
correspondem a quantidade dos cations mono, di ou tri valentes, respectivamente; n
corresponde ao numero de tetraedros de Si; e q ao numero de moléculas de agua
(GIANNETO, 1990).

Quanto a classificacdo e nomenclatura, a ITUPAC e IZA (International Zeolite
Association) recomendam a utilizacdo de um cddigo mnemonico de trés letras, por exemplo,
MOR (mordenita) ¢ FAU (faujasita). O tipo de estrutura ¢ independente da composicao
elementar e da distribuicdo dos atomos incorporados. Para estruturas interrompidas, o codigo
de trés letras ¢ precedido por hifen, por exemplo, -CLO (cloverita), e para materiais
intercrescidos, o asterisco representa a estrutura de um hipotético membro final, por exemplo,

*BEA (beta) (McCUSKER; LIEBAU; ENGELHARDT, 2001).

3.2.4 Aplicagdes industriais

Segundo Clifton (1987), a estrutura das zeolitas confere propriedades de grande
importancia para os processos industriais, como: alto grau de hidratagdo, baixa densidade e
grande volume de canais uniformes quando desidratada, estabilidade da estrutura cristalina,
propriedades de troca catidnica, condutividade elétrica, adsorcdo de gases e vapores e
propriedades cataliticas.

As principais aplicagdes dos materiais zeoliticos e também materiais mesoporosos
estdo relacionadas a catalise, adsor¢do e troca idnica, sendo que se destacam nas diversas
areas industriais, como: refino, petroquimica e quimica (GIANNETTO, 1990; CORIOLANO
et al., 2015), na formulagdo de detergentes como adsorvente (SUTILI et al., 2009), adsor¢ao
seletiva de biopolimeros (MATSUI et al., 2001), descontaminante de aguas (MORENO;
QUEROL; AYORA, 2001), fluido supercritico e liquidos id6nicos (GLASER, 2007), remog¢ao
de metais pesados (SHINZATO, 2007; DA’NA; SAYARI, 2012) e suportes para imobilizacao
enzimatica (HUDSON et al., 2005; MACARIO et al., 2007; PARK et al.,, 2009;
CALGAROTO et al., 2011; VASCONCELLOS et al., 2012).
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3.2.5 Materiais mesoporosos

Conforme mencionado no item 3.2.3, as zeolitas pertencem ao grupo de materiais
microporosos, familia de aluminossilicatos cristalinos em que os microporos sao arranjos
regulares de canais com tamanhos uniformes (BAERLOCHER; MCCUSKER; OLSON,
2007). Em 1992, cientistas da Mobil Company conseguiram chegar a uma nova familia de
peneiras moleculares, com estruturas semelhantes as zeolitas, porém classificadas como
mesoporosas, designadas de M41S. Essa nova classe de materiais compreende trés
mesoestruturas bem definidas, sendo MCM-41, com arranjo hexagonal de poros
unidimensionais, MCM-48, com arranjos tridimensionais de poros ctibicos ¢ MCM-50, com

estrutura lamelar (VARTULI et al., 1994; HOFFMANN et al., 2006).

3.2.5.1 Materiais mesoporosos do tipo MCM-48

A peneira molecular de fase cibica, MCM-48, ¢ o segundo material mais estudado da
familia M41S, sendo o primeiro a MCM-41. Apresenta um arranjo ciibico de mesoporos com
cela unitaria de simetria cubica, /a3d, com um arranjo de canais tridimensionais, com duas
redes continuas interpenetrantes de canais quirais (HOFFMANN et al., 2006; YATES et al.,
2006), com mesoporos uniformes de 2 nm (WANG et al., 2012). A Figura 5 ilustra um

modelo para a estrutura mesoporosa cubica do MCM-48.

Figura 5 - Estrutura MCM-48

Fonte: Hoffmann et al. (2006)

Os solidos mesoporosos do tipo MCM-48 sdo materiais com maior potencial para
aplicagdo em catalise em comparagdo com a MCM-41, devido sua cinética de transferéncia de
massa mais favoravel (ZHANG et al., 2012). Outra aplicagdo do material MCM-48 ¢ como
suporte para imobilizagdo enzimatica (PING et al., 2004, ZHAO; SHI; MA, 2005).
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3.2.6 Sintese dos materiais mesoporosos da familia M41S

A formacao de silicatos mesoporosos esta relacionada ao fenomeno de agregagdes
supramoleculares de surfactantes, o que prové o molde para a estrutura porosa de uma matriz
inorganica. Quando o surfactante estd acima da concentragdo micelar critica (CMC) produz
arranjos hexagonais empacotados, e abaixo da CMC produz arranjos lamelares. A formagao
das fases dos materiais da familia M41S, portanto, depende da razdo molar surfactante/silicio
(NAIK; GHOSH, 2009).

O primeiro mecanismo proposto para a sintese de materiais da familia M41S ¢ o
Liquid Cristal Templating (LCT), conforme ilustrado na Figura 6, que consiste na deposi¢ado
de precursores inorganicos sobre as micelas cilindricas da fase liquida cristalina pré-formadas.
Ap6s o precursor € condensado na forma sol-gel formando uma estrutura organica/inorganica,
contendo micelas do surfactante inseridas numa matriz de silica com arranjo hexagonal.
Quando os surfactantes sdo removidos por extragdo ou calcina¢do ¢ gerada uma estrutura de

mesoporos abertos (NAIK; GHOSH, 2009).

Figura 6 - Mecanismo de formagdo de MCM-41: a) iniciado por cristais liquidos, b) iniciado
por silica (TEOS)
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Fonte: Adaptado de Beck et al. (1992)
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Micela cilindrica

A utilizacao de liquidos i6nicos como direcionadores de estrutura representa uma nova
opcdo para a sintese de silicas e materiais mesoporosos (Figura 7). Devido as suas
propriedades fisico-quimicas singulares, os materiais sintetizados possuem morfologias e

propriedades interessantes que ndo sdo acessiveis pelo uso de solventes convencionais como a
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agua e solventes organicos (MA; YU; DAI, 2010; CAL; WANG; HAN, 2011; SACHSE et al.,
2015).

Figura 7 - Modelo proposto para formagao de material mesoporoso utilizando LI como
direcionadores de estrutura
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Fonte: Adapatado de Ma; Yu; Dai (2010)

Na Figura 7 observa-se que no modelo proposto, os anions interagem com 0s grupos
silandis, orientando as moléculas ao longo do poro e formando interagcdes n-n adjacentes entre

0s anéis aromaticos.
3.2.6.1 O papel de cada reagente na sintese

Para a sintese dos materiais da familia M41S quatro reagentes sdo essenciais, sendo
eles: fonte de silica, agente mineralizante, solvente e direcionador de estrutura. O direcionador
de estrutura ¢ considerado uma pega chave para a formagao dos materiais (SCHWANKE et

al., 2016). A seguir esta descrito o papel de cada reagente.

3.2.6.1.1 Fonte de silica

Atua na construcdo das paredes do material mesoporoso, estando diretamente
relacionada a estabilidade térmica e mecanica. As fontes de silica comerciais mais utilizadas

sdo a silica pirolisada, silicato de sodio e tetraetilortosilicato (TEOS). Existem também fontes
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de silica alternativas que sdo utilizadas com o objetivo de reducdo de custos, sendo elas:
metacaulim, cinzas de carvao, cinzas de casca de arroz, diatomita e pucimita (SCHWANKE

etal., 2016).

3.2.6.1.2 Agente mineralizante

Possuem a fun¢dao de mineralizar as matérias primas de silica em espécies soluveis
capazes de se associarem as moléculas de surfactante. Os mais empregados sdo hidroxido de

sodio (NaOH) e hidroxido de tetrametilamonio (TMAOH) (SCHWANKE et al., 2016).

3.2.6.1.3 Direcionador de estrutura

E o reagente mais importante na sintese dos materiais, interage duplamente e controla
o tamanho do poro. Contém um grupo hidrofilico-cabega, carregado positivamente “head
group” e uma cauda carregada negativamente “fail group”. Sdo soluveis em solventes
apolares e parcialmente em 4gua. Esses compostos dissolvem-se em dgua a partir de uma
concentragdo micelar critica (CMC), onde as micelas podem agregar-se em esferas, cilindros

ou em forma de bicamadas ou lamelas (SCHWANKE et al., 2016).

3.3 Enzimas

As enzimas sdo uma importante classe das proteinas, e como todas as proteinas, sdo
heteropolimeros formadas por subunidades de aminoacidos (entre 62 a 2500), unidas por
ligagdes covalentes entre si, através do grupo amino de um aminoacido com o grupamento
carboxilico de outro aminoacido, constituindo cadeias polipeptidicas extensas, com um
arranjo espacial e estrutural complexo. Algumas incluem em sua estrutura um componente
ndo proteico, designado grupo prostético (VOET; VOET, 1995; BORZANI et al., 2001).
Podem ser de origem microbiana, vegetal ou animal, obtidas por meio de processos
fermentativos ou por trituracdo de tecidos vegetais e animais (BACHA et al., 2005; JOSE;
PRADO, 2005).

Sao consideradas como catalisadores naturais que aceleram a velocidade das reagdes,

alcancando valores de até 10'? superiores as reacdes nio catalisadas (VOET; VOET, 1995).
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Segundo Palmer (1995), esta funcdo catalitica estd relacionada a capacidade de
interagdo enzima-substrato, pois as enzimas possuem uma regido ativa e uma parte de
estrutura proteica que possibilita a catdlise enzimatica, assim o substrato liga-se a regido ativa
da enzima permitindo a atividade catalitica.

Para que a catélise ocorra os reagentes (substratos) ligam-se as moléculas da enzima
em uma regido especifica de sua superficie, o sitio ativo. O sitio ativo ¢ uma cavidade com
forma definida, aberta na superficie da molécula globular, constituida por grupos R de
aminoacidos. E esta forma definida do sitio ativo que confere a especificidade de cada enzima
a um substrato. A relagdo espacial entre substrato e enzima nio deve ser vista como um
modelo rigido de chave-fechadura, esta aproximacao altera o balango de forcas responsaveis
pela estrutura tridimensional da enzima, moldando sua forma a forma do substrato, fazendo
assim com que a enzima adquira uma nova conformac¢ao tensionada e distorcida (BORZANI
et al., 2001).

As enzimas de maior aplicagdo industrial sdo as proteases, lipases, celulases, xilanases
e fitases (MUSSATTO; FERNANDES; MILAGRES, 2007), dentre essas se destacam as
lipases por catalisarem diversas reagdes em sistemas organicos com baixo teor de agua
(esterificagdo, interesterificacdo, amindlise, lactonizacdo) e também por apresentarem alta

estabilidade (KIM; YOUN; SHIN, 2006; YIN; LIU; TAN, 2006).

3.4 Lipases

Lipases (glicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) podem ser encontradas em tecidos de
varios animais e vegetais, ¢ podem ainda ser produzidas por fermentagdo a partir de diversas
espécies de micro-organismos, tais com os Pseudomonas sp, Achromobacter sp e
Staphylococcus sp, Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp, Tulopis sp e
Candida sp. As lipases provenientes de micro-organismos sdo as que apresentam maior
interesse em aplicagdes industriais (DUMITRIU et al., 2003; CASTRO; MENDES;
SANTOS, 2004).

O sitio ativo das lipases consiste em trés residuos de aminoacidos: um residuo
nucleofilico (cisteina, serina, ou aspartato), um residuo dacido catalitico (aspartato ou
glutamato), ¢ um residuo de histidina (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999).

Possuem como caracteristicas massa molecular variando de 20 a 75 kDa, atividade em

pH na faixa entre 4 a 9 e em temperaturas que variam desde a ambiente até 70 °C, geralmente



Revisdo bibliogrdfica 36

com atividade 6tima na faixa entre 30 a 40 °C. O ponto isoelétrico (pI) varia em uma faixa de
pH entre 3,6 ¢ 7,6, sendo a maioria em pH entre 4 ¢ 5 (SHARMA; CHISTI; BANERJEE,
2001; KIRK; CHRISTENSEN, 2002).

Essas enzimas sdo os biocatalisadores mais versateis e eficientes empregados, devido
sua alta atividade e estabilidade. Além da versatilidade, as lipases sdo biodegradaveis, régio-
especificas e apresentam baixa toxicidade o que permite a obtencdo de produtos com elevado
grau de pureza sem causar impactos ambientais (JAEGER; EGGERT, 2002). Possuem como
funcdo natural catalisar a hidrdlise de cadeias longas de triglicerideos insoliveis em meio
aquoso, mas podem ainda ser usadas em muitas outras reagdes, conforme ilustrado na Figura
8 (PALOMO et al., 2002; TRODLER; PLEISS, 2008; IDRIS; BUKHARI, 2011), destacando-

se a sintese de ésteres.

Figura 8 - Reacdes catalisadas pela lipase
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3.4.1 Utilizagdo de lipases para produc¢do de ésteres

Os ésteres de acidos graxos sdo encontrados na industria em produtos como aromas,
sabao, medicamentos, perfumes e cosméticos. A sintese de ésteres tradicionalmente baseia-se
na esterificacdo de éacidos carboxilicos com alcool, conforme ilustra a Figura 9, ocorre na
presenga de catalisadores inorganicos a elevadas temperaturas (>100 °C), demandando grande
quantidade de energia, além de serem reagdes lentas. Assim, tornam-se necessarios métodos
mais eficientes, principalmente para processos de obtencdo de ésteres aromaticos. O emprego
de lipases como biocatalisadores em tais reacdes permite condigdes reacionais mais brandas,
ocorrendo na presenga ou auséncia de solventes, com altas produtividades e ainda os produtos
obtidos podem ser caracterizados como aromas naturais (CASTRO; MENDES; SANTOS,
2004; SOUZA, 2013).

Figura 9 - Esquema geral da reacdo de esterificacdo
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O oleato de etila (sintese entre acido oleico e etanol), por exemplo, ¢ um éster usado
como biodiesel, também como aditivo de combustivel diesel e nas industrias de cosméticos e
de alimentos (BLOOMER; ADLERCREUTZ; MATTIASSON, 1992; YAHYA;
ANDERSON; YOUNG, 1998; FORESTI; FERREIRA, 2005). Outros ésteres de baixo peso
molecular também desempenham papéis importantes na industria, sendo utilizados,
principalmente, como constituintes de sabor ¢ aromas. Exemplo desses compostos sao o
butirato de etila e butirato de metila, importantes componentes de muitas frutas, como:
abacaxi, maracuja, morango e magad (SOUZA, 2013).

Outros ésteres que podem ser sintetizados a partir de reagdes catalisadas por lipases e
sao considerados naturais, aumentando assim seu interesse, sao aqueles produzidos a partir do
geraniol, um alcool terpénico, naturalmente encontrado em Oleos essenciais de diversas
plantas aromaticas, de grande importancia nas industrias de aromas e fragrancias (XIONG et
al., 2014). Exemplos de ésteres obtidos a partir desse alcool sd@o o butirato de geranila e

acetato de geranila.
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O butirato de geranila possui formula molecular C4H40,, peso molecular de 224,34
g/mol, é encontrado na natureza e tem um odor frutado, caracteristico ao de cereja. E usado
como um agente de sabor e aroma, podendo ser sintetizado utilizando lipases em sistemas
com solventes ou sistema livre de solvente (SHIEH; AKOH; YEE, 1996; KARRA-
CHAABOUNI et al., 2002) ¢ ainda utilizando lipases livres ou imobilizadas (CLAON;
AKOH, 1993; MOLINARI; MARIANELLI; ARAGOZZINO, 1995).

O acetato de geranila de féormula molecular C;,H,00,, peso molecular 196,29 g/mol, ¢
0 mais comum e valioso éster do geraniol, tem um sabor frutado de limao doce e fragrancia de
rosa e lavanda, podendo ser utilizado em alimentos. Pode ser obtido por esterificacdo direta
do acido acético e geraniol (XIONG et al., 2014).

Os diferentes tipos de lipases podem apresentar diferentes especificidades em relacdo
ao comprimento da cadeia dos 4cidos graxos empregados nas reacdes (UPPENBERG et al.,
1994). As lipases produzidas por Candida sp, destacam-se quanto a eficiéncia de suas
aplicagdes e sdo enzimas bem estabelecidas para fins de biocatélise, especialmente a lipase de

Candida antarctica do tipo B (CALB) (MARIA et al., 2005).

3.4.2 Lipase de Candida antarctica B (CALB)

Pertence a familia das o/f hidrolases, com um sitio catalitico apresentando o mesmo
mecanismo reacional das outras lipases (JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999), sao
constituidas por 317 residuos de aminoacidos, e possuem dimensdes de 30 A x 40 A x 50 A,
com peso molecular de 33 kDa e pl em pH 6,0 (UPPENBERG et al., 1994). A cavidade
ligante (“sitio ativo”) para o substrato ¢ eliptica, com formato de um funil, com paredes
bastante hidrofobicas, contudo no sitio ativo ha apenas uma pequena area hidrofébica, o que
favorece a ndo formagao de camadas sobrepostas de moléculas por essa enzima. O sitio ativo
da enzima ¢ divido em duas partes, um lado para ligacdes acila e a outra para ligagdes com
alcoois, conforme mostra a Figura 10 (TRODLER; PLESS, 2008).

A CALB apresenta potenciais aplicacdes na indastria alimenticia, de detergente,
farmacéutica, téxtil, cosméticos, papel e oleoquimica (HASAN; SHAH; HAMMED, 2006).
Contudo, o uso dessa enzima na forma livre apresenta limitagdes para aplicagdes industriais,
pois sdo moléculas complexas, altamente sensiveis ¢ sua exposicao a determinadas condic¢des
como temperaturas extremas ou solventes organicos, pode conduzir a desnaturacdo e a perda

concomitante de atividade, bem como a impossibilidade de recuperacao e reutilizagdo. Diante
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disso, as enzimas livres apresentam dificuldade de recuperagdo e reuso o que incrementa os
custos econdmicos do processo, além de promover a contaminagdo do produto com atividade
enzimatica residual. Essas dificuldades e limitagdes podem ser solucionadas pelo uso dessas
enzimas na sua forma imobilizada, permitindo o reuso desse biocatalisador varias vezes,
reduzindo custos e ainda melhorando a qualidade do produto obtido (DABDOUB;
BRONZEL; RAMPIM, 2009; CARVALHO; LIMA; SOARES, 2015).

Figura 10 - Sitio ativo da Candida antarctica B (CALB)
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Fonte: Trodler; Pleiss (2008)

3.5 Imobilizaciao enzimatica

A imobilizagdo enzimdtica oferece varias vantagens operacionais em relagdo as
enzimas livres, como a escolha do tipo de processo (batelada ou continuo), tempo reduzido de
reacgoes, controle na formagao de produtos, facil remog¢ao da mistura reacional e adaptacao de
varios desenhos de reatores, além de aumentar a estabilidade operacional reduzindo assim os
custos (ADRIANO et al., 2005). As técnicas de imobilizagdo e as condigdes empregadas
durante a imobilizacdo, tipo do suporte, natureza do solvente e variagdes de reatores podem
influenciar nas propriedades da enzima imobilizada. Essas condi¢des podem ser modificadas
de acordo com a reagdo (IDRIS; BUKHARI, 2011).

O principal interesse em imobilizar enzimas ¢ para melhorar suas propriedades e obter

um biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo
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quando comparado a enzima em sua forma livre, bem como a recuperagdo e reutilizacdo do
derivado imobilizado (SOARES et al., 2002; MATEO et al., 2007).

Os métodos para imobilizagdo de enzimas mais conhecidos e importantes sdo
divididos em duas classes: (a) imobilizagdo da enzima no interior de um suporte por
aprisionamento ou encapsulacido e (b) imobilizacdo da enzima na superficie do suporte por
adsor¢do, ligacdo covalente ou ligagdo covalente cruzada (MACARIO et al.,, 2007;
VASCONCELLOS, 2010). Alguns métodos de imobilizacdo estdo ilustrados na Figura 11.

Figura 11 - Principais métodos de imobiliza¢do de enzimas
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Fonte: Adaptado de Salleh; Rahman; Basri (2006)

A adsor¢do, deposi¢do da enzima sobre um suporte sélido, ¢ o0 método mais simples de
imobilizacao fisica da enzima, sendo obtida uma atividade muito proxima da enzima livre. As
principais vantagens desse método sdo o baixo custo e a facilidade no processo de
imobilizagdo. Devido as ligagdes serem fracas, sdo facilmente desfeitas, assim parametros
com temperatura, pH e forca ionica devem ser severamente controlados. Esse ¢ o principal
problema relacionado a este tipo de imobilizagio (MACARIO et al., 2007;
VASCONCELLOS, 2010).

A imobilizagdo por ligagdo covalente ¢ baseada na reten¢do da enzima na superficie do
suporte por ligacdes entre os grupos funcionais da enzima e a superficie do suporte. A
desvantagem desse método estd na perda de parte da atividade enzimatica devido as alteragdes
nas conformacdes dos sitios ativos da enzima que podem ocorrer durante a ligacdo (ROCHA;

GIL; GARCIA, 1998).
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A ligacdo covalente cruzada (cross-linking) consiste na formac¢do de um sistema
reticulado de moléculas de enzima, que forma uma rede rigida. A principal vantagem ¢é a
formag¢do de uma ligagdo mais forte, porém, pode ocasionar a formacdo de barreiras
difusionais. Esta técnica necessita de agentes que induzem a liga¢do cruzada, como por
exemplo, o glutaraldeido e o alcool polivinilico (FERRER et al., 2000).

O método de aprisionamento baseia-se na retencdo fisica da enzima no interior do
suporte, de maneira a permitir a livre difusdo do substrato ¢ dos produtos da reagdo. Este
método normalmente envolve a sintetizacdo in sifu de uma matriz porosa em torno dos
biocatalisadores (FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013), ou seja, a
sintese do suporte deve ser realizada na presenca da enzima mantendo-a confinada e
protegida. A principal vantagem desse método ¢ que ele praticamente ndo induz a alteragdes
conformacionais da enzima, prevenindo-a da inativacao catalitica durante a imobiliza¢ao e/ou
no processo de catdlise. Por outro lado, esse método pode ocasionar limitagdes de
transferéncia de massa e comprometer o desempenho catalitico da enzima imobilizada
(FERNANDEZ-FERNANDEZ; SANROMAN; MOLDES, 2013; SASSOLAS; BLUM;
LECA-BOUVIER, 2012). Os suportes mais utilizados para imobiliza¢do através desse
método sdo: silica, poliuretano, nailon, nitrato de celulose, acetato de celulose, resinas,
colageno e policarbonatos (SOARES et al., 2000).

A imobilizagdo por encapsulamento esta associada a inclusdo de biocatalisadores em
membranas semipermedveis, que impde uma barreira fisica as enzimas, mas nao restringe sua
mobilidade no nucleo das membranas (FERNANDEZ—FERNANDEZ; SANROMAN;
MOLDES, 2013).

Para que o processo de imobilizacdo seja efetivo a escolha do suporte ideal torna-se
fundamental, pois este deve permitir o livre acesso dos substratos a enzima, além de manter
sua atividade por um longo periodo e permitir que o sistema (suporte/enzima) seja regenerado
ao final do processo, sem que ocorram perdas na atividade enzimatica (DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Também devera ser estdvel em uma ampla faixa de pH,
resistente a solu¢do salina, aos reagentes utilizados no processo de ativacdo, bem como as
condi¢des reacionais. Deve ser fisicamente estdvel, com certa rigidez mecénica e,
principalmente com baixo custo de preparacdo, para assim aumentar a viabilidade de
aplicagdo industrial (CASTRO; MENDES; SANTOS, 2004). Portanto, a interagdo entre o
suporte ¢ a enzima ird fornecer ao derivado imobilizado as suas propriedades bioquimicas,

mecanicas e cinéticas, conforme ilustra a Figura 12.
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Figura 12 - Fatores que afetam o desempenho de enzimas imobilizadas

Enzima Suporte
Propriedades bioquimicas Propriedades bioquimicas
Reacio e cinética Reacdo e cinética

v v
Rendimento de Efeito de transferéncia de Estabilidade operacional
imobilizagdo (%) massa ¢ eficiéncia (n) (n° de reciclos)

Performance
Consumo de energia (U/kg prod)

Produtividade (kg prod/U)

Fonte: Adaptado de Carvalho; Lima; Soares (2015)

Lipases imobilizadas tornam-se cada vez mais uteis para os processamentos
biotecnoldgicos, com isso diversas técnicas e diferentes suportes tém sido empregados para
imobilizacao dessas enzimas. A imobilizacdo sobre materiais hidrofobicos e hidrofilicos tém
apresentado bons resultados, como, por exemplo, em particulas porosas de kaolinita, resinas
macroporosas, zedlitas e esferas de SiO, funcionalizadas em nanoescala (MACARIO et al.,
2008).

Estudos tém demonstrado que lipases adsorvidas em suportes hidrofobos exibem uma
hiper ativagdo em comparagdo com a enzima livre devido a ativacao interfacial, causada por
uma alteracdo conformacional resultante da adsor¢do (FERNANDEZ-LAFUENTE et al.,
1998; PALOMO et al., 2002).
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3.5.1 Imobilizagdo enzimatica em suportes zeoliticos € mesoporosos

Um processo que vem sendo estudado, com sucesso, hd mais de duas décadas e
combina as vantagens dos catalisadores heterogéneos e enzimaticos ¢ a utilizacdo de materiais
zeoliticos e mesoporosos como suportes para imobilizacdo enzimatica (GONCALVES et al.,
1996, GONCALVES et al., 1997, SERRALHA et al., 1998; YIU, WRIGHT; BOTTING,
2001; PING et al., 2004; MA et al., 2004; ZHAO; SHI; MA, 2005; HUDSON et al., 2005;
MACARIO et al., 2007; CALGAROTO et al., 2011; LEI et al., 2011; VASCONCELLOS et
al., 2012).

A 1imobilizacdo nesses suportes torna-se possivel pelos materiais apresentarem
propriedades  interessantes, como  facilidade de  modulagdo, comportamento
hidrofilico/hidrofobico, cariter acido/base, resisténcia mecéanica e quimica, morfologia e
tamanho do cristal favoravel, grande area superficial pelo tamanho do poro, permitindo assim
livre difusdo de substratos e produtos de reacdo. Contudo a principal vantagem ¢é a facil
dispersdo e recuperacdo dos suportes em meios liquidos (MACARIO et al., 2007).

O método mais empregado para imobilizacdo enzimdtica em suportes zeoliticos e
mesoporos ¢ por adsorcdo (MACARIO et al, 2007, CALGAROTO et al., 2011;
VASCONCELLOS et al., 2012; MANGRULKAR et al., 2012). Porém, devido a fragilidade
da liga¢do que ocorre, a enzima pode ser facilmente lixiviada do suporte prejudicando sua

reutilizagdo, conforme comprovam os estudos realizados por Macario e colaboradores (2007).

3.6 Consideracoes Finais

Conforme informagdes apresentadas no decorrer deste capitulo, percebe-se que ha um
grande interesse na imobilizacdo da CALB, devido seu amplo potencial de aplicagdes em
reagoOes de interesse industrial.

Ao nosso conhecimento, at¢ o momento, ndo ha trabalhos publicados na literatura que
realizam a imobiliza¢cdo enzimatica em suportes mesoporosos do tipo MCM empregando a
técnica in situ, com a adicdo da enzima durante a sintese do material. A partir do emprego
dessa metodologia ¢ possivel o aprisionamento da enzima no interior da rede cristalina e
consequentemente dificultando sua lixiviagao para o meio.

Além disso, ndo foram encontrados relatos na literatura quanto a utilizagao dos so6lidos

i6nicos [C;¢MI]Cl (cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazélio) e [C14sMI]CI (cloreto de 1-
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tetradecil-3-metilimidazélio) como agentes direcionadores de estrutura para sintese do
material MCM-48. Assim, torna-se inédita a imobilizagdo enzimatica in situ em suporte
mesoporoso do tipo MCM-48 empregando os solidos idnicos [C;sMI]Cl e [C14sMI]CI como
direcionadores de estrutura ¢ que poderdao atuar também como aditivos no processo de

imobilizacao.
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4. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais ¢ métodos utilizados para a sintese dos
solidos i6nicos, dos suportes para imobilizacdo enzimatica (MCM-48), e posteriormente sua
caracterizacdo, medidas de atividade através de reagdes de esterificagdo do acido oleico ¢
produgdo de ésteres. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Quimica Ambiental
e Laboratorio de Biotecnologia da URI-Erechim, com excecdo das andlises de ressonancia
magnética nuclear e area especifica de adsorcdo/dessor¢do de N, que foram realizadas no
Laboratério de Reatividade e Catalise da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(UFRGS).

4.1 Materiais utilizados

Para sintese dos solidos idnicos foram utilizados os seguintes reagentes: 1-
metilimidazolio (99 %, Aldrich), 1-clorotetradecano (98 %, Aldrich), 1-clorohexadecano (95
%, Aldrich), acetonitrila (99,5 %, Vetec) e acetato de etila (99,5 %, Vetec).

Para sintese dos suportes foram utilizados: tetraetilortosilicato (TEOS) (98 %,
Aldrich), hidroxido de amoénio P.A (Quimex), alcool etilico P.A (99,5 %, Merck) e agua
deionizada.

A enzima utilizada na imobilizagdo foi a lipase comercial de Candida antarctica do
tipo B (Novozyme).

Para determinagdo da atividade de esterificagdo foram utilizados: alcool etilico P.A
(99,5 %, Merck), acetona (99,5 %, Merck), acido oleico (65-88 %, Synth), hidroxido de sodio
(micro pérola P.A, CRQ) e 4dgua destilada.

Para a sintese dos ésteres foram utilizados: alcool etilico P.A (99,5 %, Merck), acetona
(99,5 %, Merck), hidroxido de so6dio (micro pérola P.A, CRQ), geraniol (97 %, SAFC), acido
acético (99,8 %, Aldrich), 4cido butirico (99 %, Vetec), peneiras moleculares 4 A (Sigma-
Aldrich) e 4gua destilada.

4.2 Métodos experimentais

Os experimentos foram conduzidos na ordem apresentada na Figura 13 e detalhados a

seguir.
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Figura 13 - Fluxograma dos experimentos realizados
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4.2.1 Sintese dos solidos i0nicos

Sintese do butirato de geranila

Os solidos i6nicos utilizados nesse estudo sdo compostos pelo cation imidazoélio e pelo

anion cloreto, com variagdo do comprimento da cadeia carbdnica lateral ligada ao anel

imidazolio, conforme caracteristicas apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos sélidos i6nicos utilizados

Nomenclatura Abreviatura Massa Molar Formula molecular
Cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazélio  [CMI]Cl 342,99 CaoH39CIN;
Cloreto de 1-tetradecil-3-metilimidazolio  [CsMI]Cl 314,94 C15H35CIN,

O cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazoélio e cloreto de 1-tetradecil-3-metilimidazolio
foram sintetizados de acordo com a metodologia descrita por Mignoni (2012). Em um balao
de 500 mL foi adicionado 0,2 mol de 1-metilimidazol, 0,2 mol de 1-clorohexadecano ou 0,2
mol de 1-clorotetradecano (dependendo do solido i6nico sintetizado) e 30 mL de acetonitrila.
A reagdo ficou sob agitagdo magnética e aquecimento a 120 °C, durante 48 h, sob refluxo.
Apos o término da reacdo o baldo foi resfriado até a temperatura ambiente. A precipitacdo do
[C16MI]CI ou [C4MI]CI ocorreu adicionando o liquido formado lentamente em outro baldo
contendo 500 mL de acetato de etila resfriado em etanol e nitrogénio liquido, ap6s o baldo foi
levado ao freezer por 24 h para ocorrer a total precipitacdo do sélido idnico. Ao final do
processo, o solido i6nico foi seco sob pressdo reduzida até massa constante. A Figura 14

ilustra as reagdes de sintese dos compostos.

Figura 14 - Reagdes de sintese dos so6lidos i6nicos, (a) cloreto de 1-hexadecil-3-
metilimidazdlio; (b) cloreto de 1-tetradecil-3-metilimidazoélio
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Os soélidos i0nicos sintetizados foram utilizados como agentes direcionadores de
estrutura na sintese dos suportes enzimaticos. Os procedimentos utilizados nas reacdes estdo

descritos a seguir.
4.2.2 Sintese do material mesoporoso MCM-48 e imobilizagdo in situ

Inicialmente, realizou-se a sintese do material mesoporosos do tipo MCM-48 sem a

presenca da enzima, para a realizacdo de testes de atividade de esterificagdo a fim de
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comprovar que o suporte ndo interfere na atividade catalitica. Posteriormente, foram
realizadas as sinteses para imobilizagdo in situ da lipase de Candida antarctica B (CALB) no
material MCM-48.

Levando-se em consideragdo que a principal vantagem da enzima imobilizada ¢ sua
reutilizacdo, ¢ necessario impedir a0 maximo sua lixiviagdo. Pensando nisso, buscou-se com a
utilizagdo do método in situ a imobilizagdo da enzima por aprisionamento, mantendo a
enzima retida no interior do poro do suporte, pois a imobilizagao ocorre simultaneamente com
a formacao da rede cristalina do material.

A sintese do material MCM-48 foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Kumar et al. (2001) com adaptagdes, sendo que foi alterado o direcionador de estrutura
utilizado e também o método de lavagem. Os solidos ionicos (cloreto de 1-hexadecil-3-
metilmidazolio ou cloreto de 1-tetradecil-3-metilmidazolio), conforme concentragdes
definidas, foram diluidos em agua deionizada (50 mL para as amostras sem enzima ¢ 25 mL
para as amostras com enzima imobilizada), sob agitacdo magnética. Para as amostras com
enzima imobilizada, a mesma foi adicionada juntamente com 25 mL de agua deionizada. No
meio reacional foram adicionados 50 mL de etanol absoluto e 12 mL de hidréxido de amdnio
(NH4OH) e deixado em agitagdo durante 10 min. Em seguida foram acrescentados 3,4 g de
tetraetilortosilicato (TEOS) e deixado sob agitagdo durante 2 h. O produto foi lavado por
centrifugacdo com aliquotas de dgua deionizada até atingir pH neutro, ap6s foi mantido em
repouso a temperatura ambiente por 24 h. As amostras obtidas foram pesadas, trituradas e

armazenadas para os posteriores testes reacionais.

4.2.3 Analise e caracterizagdo dos materiais obtidos

4.2.3.1 Andlise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os solidos i6nicos sintetizados foram analisados por ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio utilizando amostras solubilizadas em cloroférmio deuterado (CDCls) empregando

um espectrometro Varian Inova operando a 300MHz.
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4.2.3.2 Anadlise de difragao de raios X

Esta técnica foi utilizada para confirmar a formacdo das estruturas ordenadas dos
materiais do tipo MCM-48 obtidos através de picos caracteristicos.

Os padroes de difracdo de raios X foram coletados num difratdmetro operando com
gonidmetro tipo D500 Siemens, o qual estd equipado com um tubo emissor de cobre, que
emite particulas K alpha (A =1,54 A). O gerador opera numa voltagem de 40 kV e corrente
17,5 mA. Todas as amostras passaram por varredura na regido de 1° > 26 >8° a uma taxa de

0,05°2s e os dados foram analisados através do software Origin.

4.2.3.3 Anélise de Area Especifica de adsor¢ao/dessor¢io de N,

A andlise de area especifica foi realizada nos suportes obtidos de acordo com o
método BET (BRUNAUER; EMMETT; TELLER, 1938), que se baseia na adsor¢do e
dessor¢ao de um gas, sendo possivel a observagdo das caracteristicas do material, como
porosidade, area especifica, entre outros. Para caracterizagdo da porosidade do suporte sem
enzima, aproximadamente 200 mg de amostra foi submetida ao processo de calcinacdo a
700 °C durante 420 min. Para os derivados imobilizados ndo foi realizado o processo de
calcinagdo. Previamente a adsor¢do, 20 a 50 mg de cada amostra calcinada foram
desgaseificadas por 12 h a 350 °C sob vacuo, ja para as amostras ndo calcinadas foi utilizado
como pré-tratamento 8 h a 80 °C. As isotermas de adsor¢ao de nitrogénio foram obtidas a 77
K usando um analisador de area superficial e tamanho de poros da marca Quantachrome,
modelo Nova 2200e. Areas especificas foram calculadas a partir da por¢do linear da plotagem
BET. O didmetro dos poros foi calculado pelo método BJH enquanto o volume dos poros foi

obtido do maximo de adsor¢ao de isotermas.

4.2.4 Determinagao da atividade de esterificacao

As atividades de esterificacao foram determinadas para os suportes sem enzima, para a
enzima livre e para os derivados imobilizados.

A atividade de esterificagdo foi quantificada através da reagao de sintese do oleato de
etila utilizando acido oleico e alcool etilico na razdo molar de 1:1 (m/m), denominado mistura

padrao, conforme descrito por Ferraz et al. (2012). A reacdo foi iniciada pela adi¢ao de
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aproximadamente 0,1 g de amostra (suporte sem enzima, enzima livre ou derivado
imobilizado) em 5 mL da mistura padrao (4cido oleico e etanol 1:1). A reagao foi conduzida
em frascos de vidro fechados a 40 °C, em agitador orbital a 180 rpm, durante 40 min.
Aliquotas de 500 pL foram retiradas do meio reacional em triplicata. A cada amostra foram
adicionados 15 mL de solucdo acetona-etanol (1:1) (v/v). A quantidade de &cido oleico
consumido foi determinada por titulagdio com NaOH 0,05 M até o meio atingir pH 11. Os
ensaios dos brancos das amostras continham 500 pL. da mistura padrao e 15 mL da solugdo de
acetona-etanol, a titulacao também foi realizada com NaOH 0,05 M até pH 11.

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que

consome 1 umol de 4cido graxo por minuto, calculada pela Equagao 2.

(Vb—Va)xMXIOOOXVf

txmxV,

AE =

)

Onde:

AE: Atividade de esterificacao (U/g);

V.: Volume de NaOH consumido na titulagdo da amostra retirada apds 40 minutos (mL);
Vy: Volume de NaOH consumido na titulagdo da amostra do branco (mL);

M: Molaridade da solucao de NaOH;

V¢ Volume final de meio reacional (mL);

t: Tempo (minutos);

m: Massa da solucdo enzimadtica ou do suporte utilizado (g);

V.: Volume da aliquota do meio reacional retirada para titulagdo (mL).

4.2.5 Determinagdo do rendimento da imobilizacao

O rendimento de imobilizagdo foi calculado de acordo com Ficanha et al. (2015), pela
porcentagem da razdo entre a atividade total de esterificacdo do derivado imobilizado e a
atividade de esterificagdo total vinculada a massa de enzima livre adicionada na etapa de

imobilizagdo, conforme Equagao 3.
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AE, x100
AE

‘ 3)

R(%) =

Onde:
AE: Atividade total de esterificacdo do derivado imobilizado (U/g);
AEy: Atividade total de esterificacdo presente na massa de enzima livre adicionada na

imobilizagao (U/g).

4.2.6 Estudos preliminares para imobilizagdo enzimatica

Experimentos preliminares foram realizados com a finalidade de estudar o sistema de
imobilizagdo e assim escolher a melhor metodologia, a forma de condugdo do processo de
imobilizagdo e a definicdo dos valores para compor pontos dos planejamentos de
experimentos.

Inicialmente, com testes realizados a partir do suporte MCM-48 sintetizado utilizando
2 % do solido idnico [C;¢MI]Cl, buscou-se otimizar os parametros do processo de
imobilizacdo enzimatica. Foi avaliada a melhor etapa do processo para a adi¢ao da enzima
(0,1 g) e a maneira de adiciond-la ao meio reacional, se pura ou diluida em solucdo tampao
fosfato pH 7. Ambos os parametros foram analisados em relacdo a atividade de esterificagdo e
ao rendimento do derivado imobilizado.

Também foram realizados, para cada derivado imobilizado, testes com diferentes
quantidades de enzima e solido i6nico para definicdo dos valores a serem utilizados nos

planejamentos de experimentos.

4.2.7 Delineamento experimental

Para avaliacdio mais precisa da influéncia das varidveis sobre a atividade de
esterificagdo foi realizado um delineamento composto central rotacional 2* completo (DCCR),
com quatro pontos fatoriais, quatro axiais e trés centrais. Para cada derivado imobilizado foi
realizado uma matriz de experimentos utilizando como varidveis independentes X;: solido

ionico (% - em relacdo a massa total dos reagentes); X,: massa de enzima (g). Os niveis de
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variagoes e as variaveis independentes para cada derivado imobilizado estdo apresentados nas
Tabelas 3 e 4.

Os resultados da atividade de esterificacdo obtidos no planejamento de experimentos
foram verificados através da andlise de varidncia e metodologia de superficie de resposta

utilizando o modo Experimental Design do Software Statistica 5.0.

Tabela 3 - Variaveis independentes e niveis de variagao (valores reais e codificados) para o
derivado imobilizado enzima/MCM-48[C;sMI]|Cl1

. Niveis de variag@o
Variaveis independentes ¢

-1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentracdo do so6lido idnico (%) - X 0,59 1 2 3 3,41
Massa da enzima (g) - X, 0,059 0,1 0,2 0,3 0,341

Tabela 4 - Variaveis independentes e niveis de variagdo (valores reais e codificados) para o
derivado imobilizado enzima/MCM-48[C4sMI]|Cl

e Niveis de varia¢ao
Variaveis independentes ¢

-1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentracdo do so6lido i6nico (%) - X 1,59 2 3 4 4,41
Massa da enzima (g) - X, 0,159 0,2 0,3 0,4 0,441

4.2.8 Confirmacao das condigdes experimentais 6timas descritas pelo modelo

Realizaram-se experimentos em triplicata nas condigdes O6timas descritas pelo modelo
estatistico para confirmacao dos niveis de massa de enzima e % de sélido i6nico 6timo para
obtengdo da maxima atividade de esterificagdo. Apds a confirmagdo, as amostras foram

utilizadas para os testes posteriores.

4.2.9 Testes de estabilidade

4.2.9.1 Estabilidade de estocagem

A estabilidade de estocagem dos derivados imobilizados e da enzima livre foi

realizada a temperatura ambiente (20-25 °C) e em refrigeracdo de geladeira (3-5 °C). A

atividade de esterificagdo foi acompanhada quinzenalmente, até a perda de 50 % da atividade
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inicial dos derivados imobilizados e da enzima livre. Os resultados foram apresentados em

porcentagem da atividade residual, calculadas pela Equagao 4:

AE'

AR(%) == 5x100

(4)

Onde:
AE": Atividade de esterifica¢do no tempo “1” (U/g);
AE®: Atividade de esterificagdo no tempo inicial (U/g).

4.2.9.2 Estabilidade térmica

A estabilidade térmica dos derivados imobilizados e da enzima livre foi realizada pela
reacdo de esterificagdo em amostras incubadas em estufa nas temperaturas de 40, 60 ¢ 80 °C
durante 1 h. Apds 1 h de incubagao foram realizadas as medidas da atividade de esterificagdo
a 40 °C. Os resultados de atividade foram comparados com os resultados obtidos na atividade

inicial.
4.2.9.3 Estabilidade operacional

A estabilidade operacional de reuso foi determinada por reagdes de esterificagdo
(dcido oleico e etanol, na razdo molar de 1:1 (m/m)) por modo continuo conforme
metodologia descrita por Ficanha et al. (2015). Apds 40 min de reacdo, na temperatura de
40 °C e agitacdo de 180 rpm, o meio reacional (fase liquida) foi removido do sistema com
uma pipeta, ficando apenas a fase sélida (derivado imobilizado), entdo foi realizada nova
adi¢do da solugdo padrao (acido oleico e etanol) e a amostra foi submetida a uma nova reagao.
As reagdes foram repetidas até o derivado imobilizado chegar a uma atividade residual menor

ou igual a 50 % da atividade inicial.
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4.2.10 Aplicagdo da enzima imobilizada na producao de ésteres a partir do geraniol

Foi realizado o estudo da aplicacdo dos derivados imobilizados na sintese de ésteres
utilizando o 4lcool geraniol e os &cidos acético e butirico, conforme descrito a seguir.

As reacdes de esterificagdo enzimatica foram realizadas com o preparo de uma solugao
formada por geraniol e acido acético (acetato de geranila) ou geraniol e acido butirico
(butirato de geranila) conforme razdes molares definidas nos planejamentos de experimentos
(Tabela 5). Para iniciar a reacdo em 5 mL da solucdo foi adicionado o derivado imobilizado
enzima/MCM-48[C4;MI]Cl ou enzima/MCM-48[C¢MI]Cl de acordo com os valores
otimizados, e as concentracdes utilizadas foram definidas no delineamento experimental.
Nesta etapa foram adicionadas 15 % (m/m) peneiras moleculares em relagdo a quantidade do
substrato. Os experimentos foram realizados em frascos de vidro fechados, com agitaciao
orbital constante de 180 rpm, durante 6 h e sob temperatura de acordo com o delineamento
experimental. Aliquotas de 500 pL foram retiradas do meio reacional em triplicata. A cada
amostra foram adicionados 15 mL de solug¢do acetona-etanol (1:1) (v/v). Apos o término do
tempo reacional, foi realizada a quantificagdo da conversdo em ésteres por titulagdo com
NaOH 0,05 M até pH 9,3 para o acetato de geranila e até pH 9,4 para o butirato de geranila.
Os ensaios dos brancos das amostras continham 500 pL da solug¢do geraniol e acido acético ou
butirico ¢ 15 mL da solugdo de acetona-etanol.

As reagoes de esterificagao para producao dos ésteres estudados estao representadas na

Figura 15.

Figura 15 - Sintese do acetato de geranila e butirato de geranila

(¢]
T ) N o/lk
| OH Enzima |
+ — + HO
| HiC OH - |

Geraniol Acido acético Acetato de geranila

(o]
. ) X /\)K
| oH /\)k Enzima | ©
+ OH —_— + HO
| |

Geraniol Acido butirico Butirato de geranila



Material e métodos 55

Para analisar a influéncia das variaveis independentes do processo foi utilizado um
delineamento composto central (DCC) 2> As varidveis estudadas foram razio molar
(4lcool/acido), concentragdo da enzima imobilizada (% m/m em relacdo ao substrato) e
temperatura (°C). A Tabela 5 apresenta as variaveis e niveis estudados para a sintese do

acetato de geranila e butirato de geranila.

Tabela 5 - Variaveis independentes e niveis de variacao (valores reais e codificados) para
sintese do acetato e butirato de geranila

. Niveis de variagao
Variaveis independentes ¢

-1 0 +1
Razao molar (dlcool/acido) - X; 1:1 3:1 5:1
Concentracdo da enzima imobilizada (%) - X, 7 10 13

Temperatura (°C) - X3 40 50 60
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao longo do
estudo referente a imobilizacdo enzimadtica nos suportes MCM-48 sintetizados a partir dos
dois solidos i6nicos estudados ([C;sMI|Cl e [C14sMI]CI). Para melhor entendimento, o item
serda dividido da seguinte forma: Inicialmente serd apresentada a caracterizagdo dos solidos
ionicos ¢ dos suportes empregados para a imobilizagdo enzimatica. Apds, os resultados
obtidos para atividade de esterificacdo nos testes preliminares para otimizacdo do processo de
imobilizacdo e concentracao das variaveis estudadas. Na sequéncia serdo apresentados os
resultados obtidos no delineamento composto central rotacional para ambos os suportes, bem
como a validagdo do modelo matematico. Apds serao apresentados e discutidos os resultados
quanto aos testes de estabilidades (armazenamento, térmica e operacional) dos derivados
imobilizados. Para finalizar serdo apresentados os resultados das aplicagdes dos derivados

imobilizados em rea¢des para produgdo de ésteres.
5.1 Caracterizacao dos sélidos ionicos

Na sintese do [CcMI]CI foram obtidos 53,06 g (154 mmol) de solido idnico com um
rendimento de 72,61 %. Para verificagdo da estrutura do material obtido foi realizada analise

de RMN de 'H ¢ o resultado esté representado na Figura 16.

Figura 16 - Analise de RMN 'H do [C;¢MI]Cl

pm (t1)
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A andlise de RMN 'H do cloreto de 1-hexadecil-3-metilimidazélio (Figura 16)
apresentou o seguinte resultado: RMN 'H (300 MHz, CDCl5): &/ppm: 0,94 (t, 3H, J = 6,8 Hz)
1,30-1,38 (m, 26 H), 1,97 (m, 2H), 4,18 (s, 3H), 4,39 (m, 2H), 7,46 (s, 1 H, H(4)), 7,66 (s, 1H,
H(5)), 10,39 (s, 1 H). Os valores e deslocamentos obtidos para o material analisado estdo de
acordo com o descrito na literatura (HOLBREY; SEDDON, 1999; MIGNONI, 2012),
confirmando assim a presenca dos hidrogénios ligados ao imidazolio e os que integram a
cadeia alifatica.

Na sintese do [C14sMI]CI foram obtidos 58,89 g (187 mmol) de material com um
rendimento de 87,88 %. Da mesma maneira que o sélido i6nico anterior, o [C;4MI]CI foi

caracterizado por RMN de 'H ¢ o resultado esta representado na Figura 17.

Figura 17 - Andlise de RMN '"H do [CisMI]CI
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A andlise de RMN 'H do cloreto de 1-tetradecil-3-metilimidazolio (Figura 17)
apresentou o seguinte resultado: RMN 'H (300 MHz, CDCl5): &/ppm: 0,92 (t, 3H, J = 6,8 Hz)
1,28-1,37 (m, 22H), 1,94 (m, 2H), 4,18 (s, 3H), 4,43 (m, 2H), 7,34 (s, 1 H, H(4)), 7,62 (s, 1H,
H(5)), 10,38 (s, 1 H). Os resultados experimentais estdo de acordo com os resultados
encontrados na literatura (HOLBREY; SEDDON, 1999) e novamente confirmam a presenga

dos hidrogénios ligados ao imidazoélio e os que integram a cadeia alifatica.
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5.2 Caracterizagao dos suportes

Os materiais mesoporosos do tipo MCM-48 puros e com enzima imobilizada foram
submetidos a analises de difragdao de raios X (DRX) para verificar a estrutura formada, bem
como a existéncia ou ndo de cristalinidade, assim como também a andlise textural para

determinar a area especifica, utilizando o método BET.

5.2.1 Difragao de Raios X

A Figura 18 apresenta os difratogramas de raios X dos materiais MCM-48 sintetizados

com os s6lidos i6nicos [C;sMI]Cl e [C4MI]Cl com e sem a presenca de enzima.

Figura 18 - Difratogramas de raios X dos materiais MCM-48
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A: MCM-48[C4sMI]CI; B: Derivado imobilizado enzima/MCM-48[C;MI]Cl; C: MCM-48[C;sMI]CI; D:
Derivado imobilizado enzima/MCM-48[C;;MI]CI

Observando a Figura 18, ¢ possivel evidenciar que os derivados imobilizados
sintetizados com os dois solidos i6nicos apresentam o mesmo aspecto em relagdo aos
difratogramas dos suportes sem a presenca da enzima. Em todos os difratogramas hé presenca

de picos que caracterizam os materiais como cristalinos. Em comparagdo com a literatura a
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posicao (20) de todos os picos identifica a fase obtida como sendo caracteristica do material
mesoporoso do tipo MCM-48 puro e cristalino (KIM; KIM; RYOO, 1998; SCHUMACHER;
GRUN; UNGER, 1999; OLIVEIRA et al., 2014; LEON et al., 2015).

5.2.2 Isotermas de adsor¢ao e dessorcao de N,

A caracterizagdo das propriedades porosas de materiais sélidos é uma questdo
complexa. Os métodos baseados na adsor¢do de gas sdo os mais convenientes para esse
estudo, pois relacionam as medi¢des volumétricas das quantidades de gas adsorvido, a partir
de uma ampla gama de pressoes relativas, gerando curvas formadas entre o volume adsorvido
em relagdo a variagdo da pressdo relativa (p/p0), a qual é chamada de isoterma de adsor¢ao
(TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES, 2001).

As isotermas de adsorc¢ao-dessorcdo de N, area superficial especifica, volume de
poros especifico (Vp) e didmetro (dp) dos suportes com e sem a presenca da enzima foram
determinados a partir de medi¢des de adsor¢do-dessor¢do de nitrogénio, que ¢ um método
utilizado para a caracterizagdo de materiais microporosos € mesoporosos. A andlise textural
mostra os resultados em relagdo a area de superficie especifica (método BET), volume de
poros e diametro médio dos poros.

Os resultados das andlises texturais de adsor¢do/dessor¢cao de N, realizadas para as
diferentes amostras, estdo apresentados na Figura 19.

Os suportes sem a presenga da enzima (Figuras 19a e 19c) apresentaram isotermas do
tipo II, na qual a pressdo relativa varia pouco e o volume aumenta, indicando a formagao de
materiais adsorventes com adsor¢do capilar. Os suportes com a presenca da enzima (Figuras
19b e 19d) apresentaram isotermas do tipo III, onde as moléculas do adsorvato apresentam
maior interacdo entre si do que com o so6lido, portanto, prejudicando a andlise da area
superficial e da porosidade. Ambas isotermas sao tipicas de sélidos com poros razoavelmente

grandes (TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES, 2001; IUPAC, 1985).
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Figura 19 - Analise textural de adsor¢ao/dessor¢ao de N2
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(a) MCM-48[C4sMI]CI; (b) Derivado imobilizado enzima/MCM-48[C,MI]CI; (c) MCM-48[C;sMI]CI; (d)
Derivado imobilizado enzima/MCM-48[C;MI]|C1

A Tabela 6 apresenta as caracteristicas texturais dos suportes com e sem a presenca da

enzima.

Tabela 6 - Caracteristicas dos suportes com e sem a presenca da enzima

Area especifica  Vol. médio do  Tamanho do

Suporte (m”.g™) poro (cm’.g”) poro (A)
MCM-48[CsMI]CI 276,52 0,14 20,30
Enzima/MCM-48[C;4MI]CI 7,67 0,01 73,41
MCM-48[C;:MI]CI 752,40 0,37 20,13
Enzima/MCM-48[C;MI]CI 7,40 0,01 69,43

A morfologia do poro do material ¢ fundamental, principalmente quando se trata de
imobilizacdo enzimdtica, pois o poro deve ser suficientemente grande para permitir a
acomodacao da enzima e o livre acesso do substrato. Quanto maior for o poro menor a area
superficial do suporte e, consequentemente, menor o nimero de sitios disponiveis para a
ligagdo da enzima (MESSING, 1975).

E possivel observar na Tabela 6 que para os suportes sem a enzima imobilizada o

material MCM-48 sintetizado com o sélido idnico [C;sMI]Cl apresenta maior area especifica
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e também maior volume de poro. Como poderia ser esperado, tal comportamento ¢ atribuido a
maior cadeia carbonica (Cis) do soélido i6nico utilizado na sintese do material.
Comportamento semelhante foi observado por Muller (2013) ao avaliar as propriedades
fisico-quimicas do material mesoporoso tipo MCM-41 usando liquidos i6nicos com cadeias
de 8 e 16 carbonos.

Quanto ao tamanho do poro, todas as amostras analisadas classificam-se, de acordo
com a IUPAC (1985), em materiais mesoporosos (tamanho de poro de 20 — 500 A).

Em relagdo aos derivados imobilizados, a area especifica, o volume ¢ tamanho dos
poros apresentam valores similares para os dois suportes. Analisando os suportes com a
presenga da enzima observa-se uma significativa redugdo da area especifica e volume médio
dos poros em comparagdo com o suporte sem a presenga da enzima e, consequentemente,
ocorre aumento no tamanho dos poros. Essa redugdo nos valores esta relacionada a presenca
da enzima nos poros do material, ocasionando um preenchimento quase que total dos
mesmos, o que dificulta o acesso do gés aos sitios de adsorcdo, reduzindo assim os valores de
area especifica. Resultados semelhantes de volume médio de poros foram encontrados por
Nascimento et al. (2014) que estudaram as caracteristicas texturais de MCM-48 sem

impregnacao e impregnado com niquel.

5.3 Estudos preliminares para otimizacao do processo de imobiliza¢ao

Os testes preliminares para a otimizacao do processo de imobilizagdao foram realizados
utilizando o so6lido i6nico [C;sMI|CI. A Figura 20 apresenta a atividade de esterificacdo e o
rendimento obtido pela imobiliza¢ao da enzima adicionada no inicio do processo de sintese do
material MCM-48, apos a diluicdo do so6lido i6nico, e durante o processo (no momento da
adicao do TEOS). Nesses mesmos testes foi avaliada a influéncia da dilui¢ao da enzima em

tampao fosfato pH 7 (solugao 1:10) nos resultados obtidos.
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Figura 20 - Testes preliminares da atividade de esterifica¢do para a otimizacao do processo
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Experimentos: 1- Enzima adicionada no inicio do processo, diluida em tampao fosfato; 2- Enzima adicionada
durante o processo, diluida em tampao fosfato; 3- Enzima adicionada no inicio do processo, sem diluigdo; 4-
Enzima adicionada durante o processo, sem dilui¢do

As melhores atividades de esterificagdo, 239,64 e 229,81 U/g, (Figura 20), foram
obtidas nas amostras sem a dilui¢do da enzima e com a enzima diluida, respectivamente. Em
ambas amostras a adi¢do da enzima ocorreu no inicio do processo de sintese do material. Os
resultados indicaram que a dilui¢do ou ndo da enzima em tampdo fosfato praticamente nao
interferiu no processo de incorporagao e dispersao da enzima no suporte.

Comportamento semelhante foi observado em relacdo aos rendimentos de
imobilizagdo com os ensaios em que a enzima foi adicionada no inicio do processo,
apresentando os maiores rendimentos de 562 ¢ 804 % (sem dilui¢do e com diluicdo em
tampao fosfato, respectivamente). Analisando o rendimento quanto a diluicdo da enzima,
constatou-se que o maior rendimento foi obtido no experimento 3, onde a enzima foi
adicionada sem diluicdo em tampao fosfato.

A partir dos testes preliminares foi possivel determinar que a melhor etapa para adigao
da enzima ¢ no inicio do processo de sintese do material, logo ap6s a diluicdo do solido
ionico, ¢ a melhor forma de adicionar a enzima ao processo ¢ sem a diluicdo da mesma em

tampao fosfato pH 7.
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5.4 Derivado imobilizado enzima/MCM-48|C;sMI|Cl

5.4.1 Testes preliminares — Efeito da quantidade de enzima

Foram realizados testes preliminares de modo que 0,1 a 0,3 g de enzima foram
adicionadas ao suporte. Os resultados estdo apresentados na Figura 21 que apresenta a
atividade de esterificacdo e¢ o rendimento obtido. Também foram realizados testes com o
suporte sem adi¢ao da enzima para verificar se 0 mesmo apresenta atividade de esterificagao,

e se ira ou nao influenciar nos resultados.

Figura 21 - Testes preliminares da atividade de esterificacdo do derivado imobilizado
enzima/MCM-48[CcMI]CI em relagdo a massa de enzima
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Verifica-se na Figura 21 que a melhor atividade de esterificagdo, com 386,97 U/g, foi
obtida na amostra em que houve a adi¢do de 0,2 g de enzima. O mesmo comportamento foi
observado em relagdo ao maior rendimento de imobilizagdo, 288 % (0,2 g de enzima).

Valores maiores de massa de enzima (0,3 g) resultaram em menor atividade
enzimatica e rendimento de imobiliza¢do, quando comparados a amostra com 0,2 g de
enzima. Souza (2013), ao estudar imobilizacdo da CALB em nanoparticulas magnéticas
relatou efeito negativo de alta carga enzimatica na eficiéncia de imobilizagdo e mostrou perfil

semelhante aos resultados encontrados.
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O comportamento apresentado pode ser explicado pela andlise das interagdes entre
enzima e o suporte. O aumento da massa da enzima requer maior interagdo entre proteina-
proteina, exigindo uma quantidade 6tima de enzima. Aumentando a carga além do 6timo
conduz a limitagdes difusionais, formando uma barreira de difusao de produto e substrato,

resultando em menores atividades (SILVA et al., 2012; SOUZA, 2013).

5.4.2 Delineamento experimental

A Tabela 7 apresenta os ensaios realizados para os diferentes valores de sélido i6nico
[CisMI]CI] (X;) e massa de enzima (X;) para sintese do material MCM-48 testados no
delineamento composto central rotacional (DCCR). Também estdo apresentadas as varidveis
codificadas e reais para X; ¢ X, assim como os resultados obtidos para a atividade de

esterificagao.

Tabela 7 - Matriz de experimentos do DCCR 27 e os resultados da atividade enzimatica
obtidos na imobilizacdo da CALB em MCM-48[C;sMI]|Cl

Experimento X4 Xz AE (U/g)+o
1 -1(1) -1(0,1) 162,45+ 10,83
2 1(3) -1(0,1) 41,24 £ 12,99
3 -1(1) 1(0,3) 164,36 + 18,15
4 1(3) 1(0,3) 128,45+ 12,36
5 -1,41 (0,59) 0(0,2) 136,50 + 11,87
6 1,41 (3,41) 0(0,2) 131,34 + 21,58
7 0(2) -1,41 (0,059) 28,49 + 5,03
8 0(Q2) 1,41 (0,341) 43,12 +5,62
9 0(2) 0(0,2) 337,71 £ 6,09
10 0(2) 0(0,2) 349,18 £ 53,83
11 0(2) 0(0,2) 346,82 + 48,87

X;: s6lido idnico (%); X,: massa de enzima (g)

Observa-se na Tabela 7 que fixando o percentual (%) de solido i6nico (X;) (ensaios 1
e 3;2e4;7e 8)e variando a massa da enzima (X;) do nivel -1 para o +1 ocorreu um aumento
da atividade de esterificacdo (AE). No entanto, quando foi fixada a massa da enzima (ensaios
1e2;3e4;5 e 6)observa-se que com o aumento do percentual de solido i6nico do nivel -1
para o +1 ocorreu uma diminui¢do da atividade enzimatica. Esses resultados indicam que a

enzima possui um efeito positivo na imobilizagdo enquanto o sélido idnico possui um efeito
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negativo. As maiores atividades de esterificacdo foram encontradas nos experimentos
realizados nos pontos centrais (ensaios 9, 10 e 11), sugerindo uma otimiza¢ao das condigdes
avaliadas.

A partir dos resultados obtidos na anélise de varidncia (APENDICE A), ¢ possivel a
validagdo do modelo, pois apresentou Fcacuado (20,97) maior que o Fipelado (5,05), com um
coeficiente de determinagdo (R?) de 0,95. Os dados permitem dessa forma, a apresentacdo do
modelo matematico (Equagdo 5) obtido pelos valores do coeficiente de regressao
(APENDICE A) e a construgio da superficie de resposta e a curva de contorno (Figura 22).

Todos os fatores avaliados para a ativagdo foram estatisticamente significativos (p <
0,05) no que se refere a atividade de esterificagdo dos derivados imobilizados. Houve um
efeito linear positivo para massa de enzima e negativo para o solido idnico e um efeito
quadratico negativo para a massa de enzima e solido i6nico. A interacdo das duas varidveis
apresentou um efeito positivo.

A Equagdo 5 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a
atividade de esterificacdo para a imobilizagdo em fun¢do das varidveis massa de enzima e

percentual de solido i6nico.

AE = 344,41 — 20,612x; — 95,61x2 + 13,76x, — 144,96x2 + 21,33x,x, (5)

O célculo dos pontos 6timos da massa de enzima e concentragdo de s6lido i6nico para
a obtencdo da maxima atividade de esterificacdo foi realizado igualando-se a primeira
derivada da atividade de esterificacdo da massa de enzima e do sélido idnico a zero.

Através da otimizagdo fornecida pela andlise estatistica e do modelo matematico
obtido, pode-se concluir que as méaximas atividades de esterificacdo foram apresentadas nos
niveis — 0,103 para a concentragdo de sélido i6nico e + 0,039 para a massa de enzima. O que
corresponde a valores reais de 1,90 % de sélido i6nico e 0,20 g de enzima. Tal tendéncia

também pode ser visualizada pela superficie de resposta e curva de contorno (Figura 22).
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Figura 22 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) da imobilizagdo da CALB em
MCM-48[C,MI]Cl1
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Com base nos resultados obtidos, foram realizados novos experimentos com a
imobilizacdo nas condi¢des otimizadas experimentalmente, exploradas com base no DCCR, a

fim de confirmar as varidveis otimizadas. Esse derivado imobilizado foi utilizado para a
continuidade do trabalho.

5.4.3 Confirmagao das condi¢des experimentais dtimas descritas pelo modelo

A Tabela 8 apresenta os resultados dos experimentos realizados nas condigdes dtimas
descritas pelo modelo estatistico (1,9 % de SI e 0,2 g de enzima) para confirmagdo dos niveis

de massa de enzima e concentracdo de solido i6nico Otimo para obtencdo da maxima
atividade de esterificagao.

Tabela 8 - Resultados do teste da condigdo 6tima predita pelo modelo para imobilizagdo em
MCM-48[C,MI]Cl1

Atividade experimental Atividade predita Erro relativo . o
(Ulg) £ o (U/g) (%) Rendimento (%)
469,61 + 6,79 345,75 26,38 822

A atividade de esterificacdo experimental obtida na imobiliza¢ao nas condi¢des dtimas
descritas pelo modelo apresentou valor superior ao predito, apresentando um erro relativo de

26,38 %. O rendimento da imobilizagdo também foi calculado e apresentou 822 %.
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Os elevados resultados, tanto para atividade de esterificagdo quanto para o rendimento
de imobilizagdo evidenciam que o suporte ¢ eficiente para imobilizagdo enzimatica,
principalmente devido o tamanho dos seus poros, visto que a atividade da enzima depende da
livre acessibilidade do substrato até o sitio ativo da enzima no interior dos canais porosos.

Além disso, os resultados sugerem que os so6lidos i6nicos, além de possuir fungao de
direcionador de estrutura para o material mesoporoso, podem atuar também como aditivos,
apresentando varios efeitos benéficos no processo de imobilizagdo, principalmente na
manutencao da atividade catalitica da enzima e no aumento do rendimento.

Carvalho, Lima e Soares (2015) relatam em seus estudos que a presenga de liquidos
i0nicos protege a camada de hidratacdo ao redor da enzima, evitando sua desnaturagdo pela
presenca de alcool. Além de fortalecerem as interagcdes enzima/suporte e melhorarem as
propriedades do imobilizado (estabilidade térmica e operacional, capacidade de reutilizagao,
estabilidade de armazenamento e estabilidade em solventes organicos).

Souza et al. (2013) ao imobilizarem lipase por encapsulagdo pela técnica sol-gel,
utilizado liquidos i0nicos, obtiveram elevados rendimentos de imobilizagdo, os quais foram
atribuidos pelo revestimento que o LI proporciona aos poros ¢ a superficie do suporte. Além
disso, relatam que o liquido i6nico ofereceu protecdo a estrutura da lipase, atuando como um
agente estabilizador da enzima e protetor contra a inativagdo pelo dalcool durante a

encapsulacio.

5.5 Derivado imobilizado enzima/MCM-48|CsMI|Cl

5.5.1 Testes preliminares — Efeito da quantidade de enzima e concentragdo de s6lido i6nico

Em um primeiro momento optou-se por utilizar os resultados dos testes preliminares
obtidos na sintese do derivado imobilizado enzima/MCM-48[C;cMI]CI para o planejamento
de experimentos na imobilizagdo da enzima no suporte MCM-48[C4MI]CI, supondo que o
comportamento da atividade de esterificagdo seguiria a mesma tendéncia. A Tabela 9
apresenta os resultados de atividade de esterificacao obtidos utilizando nos pontos centrais os

valores de 0,2 g de enzima e 2 % do sélido i6nico [C;4MI]CL.
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Tabela 9 - Matriz de experimentos do DCCR 27 e os resultados da atividade enzimatica
obtidos na imobilizacdo da CALB em MCM-48[C4sMI]|CI — Teste preliminar

Experimento X X AE (U/g)£c  Rendimento (%)
1 -1(1) -1(0,1) 211,76 % 6,79 193
2 1(3) -1(0,1) 219,61 + 11,76 236
3 -1(1) 1(0,3) 324,16 + 20,58 318
4 1(3) 1(0,3) 371,54 + 23,08 417
5 -1,41 (0,59) 0(0,2) 241,67 7,22 203
6 1,41 (3,41) 0(0,2) 250,00 + 7,22 327
7 0(2) 1,41 (0,059) 110,86+ 11,47 135
8 0(2) 1,41 (0341) 309,09+ 13,12 376
9 0(2) 0(0,2) 141,67 + 12,50 132
10 0(2) 0(0,2) 134,80 + 7,08 126
11 0(2) 0 (0,2) 138,89 + 12,25 130

X;: sélido i6nico (%); X,: massa de enzima (g)

Ao contrario do esperado, os ensaios realizados para o ponto central ndo apresentaram
os melhores resultados. Observa-se que fixando a quantidade de enzima (ensaios 1 € 2; 3 e 4;
5 e 6) e variando o percentual de s6lido i6nico do nivel -1 para o + 1 ocorreu um aumento na
atividade de esterificacdo. Fixando o percentual (%) de s6lido idnico (ensaios 1 €3;2¢e4; 7 ¢
8) e aumentando a quantidade de enzima do nivel -1 para o +1 também ocorre aumento nos
valores obtidos. Esta analise indica que para obtengao da maxima atividade de esterificagdo a
partir desse derivado imobilizado deve-se elevar a quantidade de enzima e de sélido i6nico
acima dos valores que foram fixados no ponto central desse planejamento. Nesse sentido,
optou-se por realizar um novo planejamento de experimentos.

O teste de atividade de esterificacdo com o suporte sem adicdo da enzima nao
apresentou valores para atividade de esterificagdo, comprovando assim que o mesmo nao

influencia nos resultados obtidos.

5.5.2 Delineamento experimental

A Tabela 10 apresenta os ensaios realizados para os diferentes valores de s6lido i6nico
[CisMI]CI (X)) e massa de enzima (X;) para a sintese do derivado imobilizado enzima/
MCM-48[C4sMI]CI testados no delineamento composto central rotacional (DCCR). Também
estdo apresentadas as variaveis codificadas (X; e X3), assim como os resultados obtidos na

imobilizacao.
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Tabela 10 - Matriz de experimentos do DCCR 27 ¢ os resultados da atividade enzimatica
obtidos na imobilizagdo CALB em MCM-48[CsMI]Cl

Experimento X4 X5 AE (U/g)+o
1 -1(2) -1(0,2) 193,18 £ 16,07
2 1(4) -1(0,2) 213,34 +35,38
3 -1(2) 1(0,4) 203,57 + 54,74
4 1(4) 1(0,4) 260,42 + 63,39
5 -1,41 (1,59) 0(0,3) 180,21 + 5,89
6 1,41 (4,41) 0(0,3) 229,50 +£43,71
7 0(3) -1,41 (0,159) 148,68 = 16,29
8 0(3) 1,41 (0,441) 207,93 = 75,90
9 0(3) 0(0,3) 365,64 + 28,41
10 0(3) 0(0,3) 366,67 + 46,02
11 0(3) 0(0,3) 367,42 + 5,36

X;: sélido i6nico (%); X,: massa de enzima (g)

Observa-se na Tabela 10 que fixando o % de sélido i6nico (X;) (ensaios 1 e 3;2 e 4; 7
e 8) e variando a massa da enzima (X;) do nivel -1 para o +1 ocorreu um aumento na
atividade de esterificagdo (AE). Quando se fixou a massa da enzima (ensaios 1 €¢2;3 e4;5¢
6) observa-se que com o aumento do % de SI do nivel -1 para o +1 também ocorreu aumento
da atividade enzimatica. Esses resultados indicam que as duas variaveis analisadas possuem
um efeito positivo na imobiliza¢do. As maiores atividades de esterificacao foram encontradas
nos experimentos realizados nos pontos centrais (ensaios 9, 10 e 11), indicando uma
otimizagao do processo.

O modelo foi validado pela anélise de varidncia (APENDICE B), pois apresentou
Falcutado (31,68) maior que 0 Fiapelado (5,05), com um coeficiente de determinagao (R?) de 0,96.
Os dados permitem dessa forma, a apresentacdo do modelo matematico (Equacdo 8) obtido
pelos valores do coeficiente de regressio (APENDICE B) e a construgdo da superficie de
resposta e curva de contorno apresentadas na Figura 23.

Todos os fatores avaliados para a ativagcdo foram estatisticamente significativos (p <
0,05) no que se refere a atividade de esterificagao dos suportes imobilizados. Houve um efeito
linear positivo para massa de enzima e para o sélido i6nico e um efeito quadratico negativo
para a massa de enzima e s6lido idnico. A interacdo entre as duas varidveis apresentou efeito

positivo.
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A Equacdo 8 apresenta o modelo codificado de segunda ordem que descreve a

atividade de esterificagdo para a imobilizagdo em MCM-48[C;sMI]Cl em fungao das varidveis

massa de enzima e percentual de sélido i6nico.

AE = 361,40 + 21,96x, — 32,01x% + 13,71x, — 96,05x% + 6,46x,%, (8)

O calculo dos pontos 6timos da massa de enzima e concentracao de solido i6nico para

a obtencdo da méxima atividade de esterificacdo foi realizado igualando-se a primeira

derivada da atividade de esterificacdo da massa de enzima e do sélido i6nico a zero.

As méaximas atividades de esterificagao a partir do modelo matematico foram obtidas
nos niveis +0,351 para a concentragdo de solido i6nico e +0,083 para massa de enzima. O que
corresponde a valores reais de 3,351 % de sélido i6nico e 0,308 g de enzima, o que também

pode ser visualizado pela superficie de resposta e curva de contorno (Figura 23).

Figura 23 - Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) da imobilizagdo da CALB em
MCM-48[C4MI]Cl
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Com base nos resultados obtidos, realizou-se uma nova imobilizagdo com os pontos

Otimos para confirmar as variaveis otimizadas. Esse derivado imobilizado foi utilizado para os

testes posteriores.

5.5.3 Confirmagao das condi¢des experimentais 6timas descritas pelo modelo

A Tabela 11 apresenta os resultados dos experimentos realizados nas condi¢des 6timas

descritas pelo modelo matematico (3,351 % de SI e 0,308 g de enzima) para confirmacao dos
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niveis de massa de enzima e concentracdo de solido i6nico 6timo para obtencdo de maxima

atividade de esterificagao.

Tabela 11 - Resultados do teste da condi¢ao 6tima predita pelo modelo

Atividade experimental Atividade predita  Erro relativo . 0
(Ulg) % o (Ulg) (%) Rendimento (%)
392,92 + 12,38 365,83 6,89 688

Observa-se que as atividades experimentais obtidas na imobilizagdo, a partir das
condi¢des descritas pelo modelo, apresentaram valor superior ao predito. O rendimento da
imobilizagdo também foi calculado e corresponde a 688 %.

Conforme ja discutido no item 5.4.3, os elevados resultados, tanto para atividade de
esterificacdo quanto para o rendimento, demonstram que materiais do tipo MCM-48
apresentam desempenho satisfatorio para imobilizagdo enzimatica. Da mesma forma, o sélido
i6nico cloreto de 1-tetradecil-3-metilimidazolio atuou no sentido de melhorar os valores de
atividade de esterificagdo durante processo de imobilizagao.

Os valores experimentais de atividade de esterificacdo obtidos para este suporte estao
ligeiramente abaixo dos valores encontrados para o suporte MCM-48[C;cMI|CI. Tal
comportamento pode ser atribuido ao tamanho da cadeia carbonica do s6lido i6nico utilizado
na sintese do material. Souza et al. (2013) constataram em seus estudos que quanto maior a
cadeia do liquido i6nico, maior seu carater hidrofébico e melhor a eficiéncia na atividade
enzimatica, pois possibilita a formac¢ao de uma camada de hidratagdo ao redor da enzima

favorecendo a atividade lipolitica, induzindo a 4gua para mais proximo da enzima.

5.6 Estabilidade ao armazenamento

A Figura 24 descreve o comportamento das atividades de esterificacdo residual para as
amostras imobilizadas nos dois suportes estudados, a partir dos pontos otimizados no DCCR,
onde em todos os testes foram utilizadas amostras de enzima livre para comparagdo. As

amostras foram armazenadas a temperatura ambiente (20-25 °C) e em refrigeracao (3-5 °C).
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Figura 24 - Estabilidade ao armazenamento da enzima livre e dos derivados

imobilizados
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A estabilidade ao armazenamento por longos periodos ¢ um dos principais fatores a
ser considerado quando se utiliza enzimas imobilizadas. Nesse contexto, a Figura 24
demonstra que, independente da temperatura de armazenamento, as enzimas imobilizadas, em
ambos os suportes, apresentam atividades residuais superiores a enzima livre, durante o
periodo avaliado.

Considerando a temperatura de armazenamento, todas as amostras apresentaram a
mesma tendéncia, ou seja, as amostras armazenadas sob refrigeragdo apresentaram as maiores
atividades residuais e maiores tempos de estabilidade.

Para o derivado imobilizado enzima/MCM-48[C;¢MI]CI armazenado sob refrigeracao
observa-se com 90 dias uma atividade residual de 50,98 %, a qual ¢ 2,5 vezes superior a
atividade residual observada para a enzima livre (21 %). Com 105 dias a diferenca ¢ ainda
maior, pois a enzima livre encontrava-se desativada.

Tendéncia semelhante ¢ observada para o derivado imobilizado enzima/MCM-

48[ C14MI|Cl refrigerado. Até os 75 dias de armazenamento, a atividade foi mantida em 50,60
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%, ou seja, aproximadamente 1,7 vezes superior a observada para a enzima livre no mesmo

periodo (29,96 %).

5.7 Estabilidade térmica

Para que uma enzima tenha potencial para aplicag@o industrial um requisito importante
¢ a estabilidade térmica, j& que muitos processos utilizam temperatura na faixa de 40 a 50 °C
(CARVALHO et al., 2013).

A Figura 25 apresenta as atividades residuais de esterificacdo referentes as
estabilidades térmica da enzima livre (EL) e dos derivados imobilizados ativados nas

temperaturas de 40, 60 e 80 °C por um periodo de 1 h.

Figura 25 - Estabilidade térmica da enzima livre e dos derivados imobilizados
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E possivel observar na Figura 25 que para a enzima livre houve uma intensa redugéo
na atividade residual com o aumento da temperatura de 40 para 60 ¢ 80 °C. Em 60 e 80 °C,
ap6s 1 h de tratamento, a enzima livre perde 81 e 100 %, respectivamente, de sua atividade

residual. Diferentemente da enzima livre, os derivados imobilizados, independente do suporte

(MCM-48[CsMI]Cl ou MCM-48[C4sMI]CI), mesmo a 60 e 80 °C, mantém mais de 80 ¢ 40
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% de suas atividades residuais, respectivamente, indicando assim um efeito positivo da
imobilizagdo em relagdo a estabilidade térmica da enzima.

Os dados indicam que o procedimento de imobiliza¢do atuou no sentido de aumentar a
estabilidade térmica da enzima nas amostras analisadas, o que ¢ muito favoravel, pois permite
operagdes de trabalho em uma faixa maior de temperatura. Os resultados convergem com
outros estudos que apontam que a estabilidade térmica da lipase imobilizada ¢ maior do que a
enzima livre e deve-se principalmente a acao do suporte em evitar a transi¢ao da conformagao
da enzima em altas temperaturas (KIM et al., 2006).

Resultados semelhantes foram encontrados por Ficanha et al. (2015), que analisaram a
estabilidade térmica de CALB imobilizada em xerogéis. Souza (2013) relatou que a enzima
CALB imobilizada em nanoparticulas magnéticas perde sua atividade em 20 % apds 10
minutos a 60 °C. A enzima na forma livre, nas mesmas condigdes, perdeu mais de 70 % de
sua atividade inicial. Simdes et al. (2011) estudaram a estabilidade térmica de lipase de
Candida rugosa livre e imobilizada em quitosana por ligacdo covalente, no tratamento a 50
°C a lipase na forma livre apresentou 20 % da atividade residual apds 60 min de incubacdo,
enquanto a lipase na forma imobilizada manteve 60 % da atividade inicial nesse mesmo

periodo de tempo.

5.8 Estabilidade operacional

Um dos principais objetivos da imobilizag¢do ¢ a reutilizagdo das enzimas em mais de
um ciclo de reagdo, proporcionando assim uma reducdo nos custos dos processos industriais,
no que ser refere ao catalisador, ou seja, as enzimas.

A possibilidade de reutilizar a lipase CALB imobilizada nos suportes estudados foi
determinada empregando como modelo a reagdo de esterificacdo do oleato de etila em reuso
continuo. O comportamento das atividades residuais, tendo como referéncia a atividade da

primeira reagdo, ¢ apresentado na Figura 26.
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Figura 26 - Estabilidade operacional dos derivados imobilizados
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Os resultados indicam a possibilidade da reutilizacdo da enzima imobilizada no
suporte MCM-48[C,cMI|CI por até 10 vezes, considerando a atividade residual > a 50 % da
atividade inicial. Ja para a enzima imobilizada no suporte MCM-48[C4MI]CI os resultados
demonstram que ¢ possivel a reutilizagdo por até 9 ciclos. Os resultados apresentados sao
promissores quando comparados com a literatura, comprovando que a CALB imobilizada nos
suportes estudados ¢ atraente para potenciais aplicagdes industriais.

Diversos estudos vém sendo publicados a fim de estudar os ciclos de reutilizagao de
enzimas imobilizadas. Resultados semelhantes foram encontrados por Ficanha et al. (2015),
que ao estudarem a atividade residual de CALB imobilizada por encapsulagdo em xerogéis,
obtiveram 9 ciclos de reuso com o suporte xerogel basico. Macario et al. (2007), estudaram a
imobilizacao de lipase de Rhizomucor miehei (RML) em diferentes suportes zeoliticos por
adsor¢do e obtiveram apenas 3 ciclos de reutilizagdo. Lei et al. (2011), ao imobilizarem
naringinase por adsor¢do em suporte MCM-41 conseguiram 6 ciclos de utilizag@o. Jun et al.
(2013), observaram que a imobilizacdo da CALB em suportes de poliacrilato macroporosos
seguida de biossilicificagcdo com precursor tetrametilortosilicato (TMOS), manteve a atividade
enzimatica ap6s 5 ciclos de reutilizagdo. Bukhari et al. (2014), observaram 15 ciclos de

reutilizacdo com a CALB imobilizada em poliestireno.
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5.9 Aplicacao da CALB imobilizada em reac¢des de producio de ésteres
5.9.1 Produgdo enzimatica de ésteres a partir do geraniol

A fim de avaliar a aplicacio CALB imobilizada foram realizados estudos para

produgdo de ésteres a partir do geraniol utilizando os acidos acético e butirico.
5.9.2.1 Sintese do acetato de geranila

Visando avaliar a influéncia das variaveis independentes na produ¢do de acetato de
geranila, um delineamento composto central (DCC) 2% foi realizado, com trés repeticdes no
ponto central. As variaveis independentes estudadas foram razao molar (&lcool/acido),
concentragdo da enzima imobilizada (% (m/m), em relagdo ao substrato) e temperatura (°C).

A Tabela 12 apresenta a matriz do planejamento de experimentos com os valores reais
e codificados das varidveis independentes, bem como as conversdes em acetato de geranila

utilizando a enzima imobilizada nos dois suportes estudados.

Tabela 12 - Matriz do DCC 2 (valores e codificados) com as respostas para a conversdo do
acetato de geranila

Conversao (%)

Experimento X, X5 X3 EI MCM-48 EI MCM-48

[CsMI]CI [CieMI]CI
1 -1 (1:1) -1(7) -1 (40) 10,0 19,8
2 1(5:1) -1(7) -1 (40) 22,7 17,8
3 -1 (1:1) 1 (13) -1 (40) 15,9 26,9
4 1(5:1) 1(13) -1 (40) 24,3 22,0
5 -1 (1:1) -1(7) 1 (60) 18,5 25,9
6 1(5:1) -1(7) 1 (60) 26,3 20,1
7 -1 (1:1) 1 (13) 1 (60) 32,5 42,5
8 1(5:1) 1(13) 1 (60) 29,4 38,6
9 0@3:1) 0 (10) 0 (50) 19,3 30,2
10 0(@3:1) 0(10) 0 (50) 19,0 30,2
11 0(@3:1) 0 (10) 0 (50) 19,1 30,2

X: razdo molar (4lcool/acido); X,: concentracdo da enzima imobilizada (%); X5: temperatura (°C)
EI: enzima imobilizada

A partir da Tabela 12 pode ser observado que a enzima imobilizada nos diferentes

suportes apresentou comportamentos semelhantes em fung¢ao dos niveis estudados, com as
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maiores taxas de conversdo apresentadas nos ensaios 7, onde a concentragdo da enzima ¢ a
temperatura estdo em seus maiores niveis.

Analisando independentemente cada varidvel observa-se, para ambos os suportes, que
o aumento da temperatura (ensaios 1 ¢ 5,2 ¢ 6, 3 ¢ 7, 4 e 8), independentemente da razao
molar e da concentragdo de enzima, proporcionou um aumento da conversdo em acetato de
geranila. Essa tendéncia pode ser justificada pela natureza endotérmica das reagdes de
esterificagdo. Entalpias positivas (AH) foram observadas por diferentes autores para a sintese
enzimatica de ésteres, como o oleato de isoamila (LAGE et al., 2016), levulinato de hexila
(BADGUJAR; BHANAGE, 2015) e na acilacdo do flavondide rutina com acido laurico
(RAZAK; ANNUAR, 2015), empregando as lipases Candida antarctica B ¢ Thermomyces
lanuginosus imobilizadas em diferentes suportes. O carater endotérmico das reacdes de
esterificagdo indica que a mesma ocorre com absor¢ao de calor e que o aumento da
temperatura proporcionara no sistema reacional em equilibrio um deslocamento para a
formagao dos produtos, aumentando assim seu rendimento. A temperatura também pode estar
contribuindo com a transferéncia de massa, devido principalmente a diminui¢do da densidade
e viscosidade do meio reacional. Segundo Shames (1999), o aumento da temperatura
proporciona um aumento das distancias intermoleculares, diminuindo assim as forcas atrativas
entre as moléculas e, consequentemente a viscosidade, a qual varia proporcionalmente com a
forca de atragdo entre as moléculas.

Quanto a varidvel razdo molar, em alguns estudos ¢ apresentado que o excesso de
alcool interfere positivamente nos processos de conversdo (CHIARADIA et al., 2012;
AZUDIN; DON; SHUKOR, 2013), similar ao observado nesse estudo, quando essa variavel ¢
analisada de forma independente. A melhora nos resultados de conversdo esta relacionada a
diminui¢do de acidez no meio e ao deslocamento de equilibrio pelo excesso de alcool. Por ser
uma reacao reversivel (esterificagdo), o excesso de alcool por si s6 pode afetar positivamente
o processo de conversdao, mediante o deslocamento do equilibrio para os produtos, ou seja,
para a produgdo do éster. Por outro lado, também ha estudos que relatam que ha um limite
para adi¢ao de alcool, pois o excesso acima do nivel critico resulta em taxas mais baixas de
conversdo devido a formagdo de ligagdes entre o alcool e o sitio ativo da enzima (GUVENC;
KAPUCU; MEHMETOGLU, 2002).

Outra variavel de extrema importancia ¢ a massa de catalisador utilizada. Para essa
variavel, analisada de forma independente (ensaios 1 € 3,2 ¢ 4, 5 e 7, 6 ¢ 8), observar-se um

aumento da conversdo do acetato de geranila com o acréscimo da concentracdo de enzima.
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Esse aumento na conversdo era esperado e estd relacionada a ampliagdo do nimero de sitios
ativos presentes no meio reacional proporcionado pelo aumento da concentracdo de enzima.
Salum et al. (2008) também observaram que o aumento da massa de catalisador empregado na
reacdo afeta diretamente, e de forma positiva, o processo de conversdo em reagdes de
esterificagao.

Considerando as condi¢des do ponto central, observa-se um melhor desempenho na
producdo de acetato de geranila, com conversdo de 30 %, para o derivado imobilizado
enzima/MCM-48[CcMI]Cl. Nos mesmos ensaios, para o derivado imobilizado
enzima/MCM-48[C4sMI]CI a conversao foi de 17 %. Os resultados apresentados nesse estudo
seguem a mesma tendéncia dos resultados obtidos para a atividade de esterificagdo a partir
das condi¢des otimas descritas pelos modelos matematicos, quando foram otimizadas as
condigdes dos suportes estudados (itens 5.4.3 e 5.5.3). Assim, novamente ¢ possivel
relacionar os melhores resultados apresentados para a enzima imobilizada no suporte MCM-
48[C6sMI]CIl com o maior tamanho da cadeia carbdnica do s6lido i6nico, a qual aumenta seu
carater hidrofobico e melhora a eficiéncia da atividade enzimatica, possibilitando a formagao
de uma camada de hidratacdo ao redor da enzima e consequentemente favorecendo a
atividade lipolitica, induzindo a 4gua para mais proximo da enzima.

A partir dos resultados obtidos nas analises de variancia (APENDICE C), é possivel
observar a validacdo de ambos os planejamentos, pois apresentaram valores de Feajeutado (8,47
para enzima imobilizada em MCM-48[C4sMI]CI e 13,18 para a enzima imobilizada em
MCM-48[CcMI]Cl) maiores que 0 Fipelado (6,16), com coeficientes de determinacdo (R?)
superiores a 0,93.

Todos os fatores avaliados foram estatisticamente significativos (p < 0,05) no que se
refere a conversdo do acetato de geranila. Analisando os coeficientes de regressdao
(APENDICE D) para a amostra onde a enzima foi imobilizada no suporte MCM-48[CsMI]CI
observa-se um efeito positivo para todas as variaveis. Quanto a interacdo entre as variaveis,
apresenta-se efeito negativo para a razao molar X concentragdo de enzima e para a razao molar
X temperatura. J4 para interacdo entre concentracdo de enzima X temperatura o efeito ¢
positivo.

De acordo com os coeficientes de regressio (APENDICE D) para a amostra onde a
enzima foi imobilizada no suporte MCM-48[C,cMI]CI verifica-se um efeito positivo para as
variaveis concentracdo da enzima imobilizada e temperatura e negativo para a razao molar. A

interacao entre as variaveis apresentou a mesma tendéncia da enzima imobilizada no suporte
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MCM-48[C14sMI]CI, com efeito positivo apenas para interagdo entre concentragdo de enzima
X temperatura.

Os dados obtidos permitem a constru¢do das curvas de contorno (Figuras 27 e 28)
referente a interacdo das varidveis para a enzima imobilizada nos dois suportes estudados,
possibilitando assim a analise da tendéncia das condi¢cdes mais adequadas e que maximizam a

resposta.

Figura 27 - Curva de contorno para a conversdo do acetato de geranila a partir da enzima

imobilizada em MCM-48[C4MI]|Cl
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Analisando a Figura 27 (a), que representa o efeito da interagdo entre as variaveis
concentracdo de enzima X temperatura, um acréscimo nos valores de ambas as varidveis
conduzem a valores mais elevados da conversdo do acetato de geranila. O mesmo ocorre nas
Figuras 27 (b) e 27 (c), que indicam o efeito das variaveis concentracdo de enzima x razao

molar e razao molar x temperatura, respectivamente.

Figura 28 - Curva de contorno para a conversao do acetato de geranila a partir da enzima
imobilizada em MCM-48[C;sMI]Cl
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Analisando a Figura 28 (a), que representa o efeito da interagdo entre as variaveis
concentragdo de enzima X temperatura, um acréscimo nos valores de ambas as varidveis
conduzem a valores mais elevados da conversao do acetato de geranila. Para as Figuras 28 (b)
e 28 (¢), que indicam o efeito das varidveis concentragdo de enzima X razao molar e razao
molar x temperatura, respectivamente, percebe-se que as maiores taxas de conversdo sao
apresentadas nos niveis mais elevados de concentracdo de enzima e temperatura, porém no
nivel mais baixo de razdo molar.

Alguns estudos apresentados na literatura referentes a producdo do éster acetato de
geranila serdo expostos a seguir: Badgujar ¢ Bhanage (2014) ao utilizarem a lipase de
Pseudomonas cepacia imobilizada em polimero obtiveram 99 % de conversao apés 3 h de
reacdo a 55 °C, no estudo foi utilizada alta carga de catalisador. Dhakate et al. (2013)
sintetizaram acetato de geranila catalisado por lipase Thermomyces lanuginosus imobilizada
em membranas de nanofibras, por adsorcdo e ligacdo covalente, ¢ obtiveram taxas de
conversao de 90 e 66 %, respectivamente. Lipase de Candida rugosa imobilizada em
nanoparticulas de 6xido de zinco foi utilizada como catalisador na reagdo de sintese do
acetato de geranila por Patel et al. (2016), os quais obtiveram 94 % de conversdo apds 6 h de
reacdo. Embora os resultados apresentados para a conversdo do acetato de geranila estejam
inferiores aos relatados na literatura, os mesmos sao significativos e promissores, pois até o
momento ndo ha trabalhos publicados que relatam o emprego de lipase imobilizada em
suportes semelhantes aos estudados. No entanto, percebe-se, que diferentes taxas de
conversdao na sintese do éster estdo relacionadas principalmente com as caracteristicas da
enzima, suporte empregado e técnica de imobilizagdo, além disso, os parametros empregados
no processo também exercem grande influéncia, sendo eles, temperatura, razao molar dos

reagentes, concentracdo de enzima e tempo de reagdo.

5.9.2.2 Sintese do butirato de geranila

Para a producdo do butirato de geranila também foi realizado um delineamento
composto central (DCC) 2°, com trés repetigdes no ponto central, para analisar a influéncia
das variaveis independentes estudadas, sendo elas: razdo molar (alcool/acido), concentracao
da enzima imobilizada (% (m/m), em relagdo ao substrato) e temperatura (°C). A Tabela 13

apresenta a matriz do planejamento com os valores reais e codificados das varidveis
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independentes, bem como as conversdes do butirato de geranila utilizando a enzima

imobilizada nos dois suportes estudados.

Tabela 13 - Matriz do DCC 23 valores e codificados) com as respostas da conversao do
Y
butirato de geranila

Conversao (%)

Experimento Xj X5 X3 EI MCM-48 EI MCM-48

[CsMI]CI [CsMI]CI
1 -1 (1:1) -1(7) -1 (40) 5,9 9,2
2 1(5:1) -1(7) -1 (40) 10,5 9,5
3 -1 (1:1) 1(13) -1 (40) 13,5 12,0
4 1(5:1) 1(13) -1 (40) 18,7 19,6
5 -1 (1:1) -1(7) 1 (60) 9,4 12,0
6 1(5:1) -1(7) 1 (60) 17,9 15,4
7 -1 (1:1) 1(13) 1 (60) 12,4 13,8
8 1(5:1) 1(13) 1 (60) 18,0 22,9
9 0@3:1) 0 (10) 0 (50) 13,2 17,5
10 0(@3:1) 0(10) 0 (50) 13,2 17,1
11 0(@3:1) 0 (10) 0 (50) 12,9 17,1

X: razdo molar (alcool/acido); X,: concentragdo da enzima imobilizada (%); X;: temperatura (°C)
EI: enzima imobilizada

A partir da Tabela 13 ¢é possivel observar que em ambos os suportes as maiores taxas
de conversdo foram apresentadas nos ensaios 4 (18,7 % para a EI MCM-48[C4MI|CI e
19,6 % para a EI MCM-48[C;sMI]CI) e 8 (18,0 % para a EI MCM-48[CsMI]CI e 22,9 %
para a El MCM-48[C,cMI]Cl), onde a concentracdo da enzima estd em seus maiores niveis.

Analisando cada varidvel de forma independente, observa-se para a razdo molar um
comportamento semelhante para ambos os derivados imobilizados (ensaios 1 € 2,3 ¢4, 5¢ 6,
7 e 8), apresentando um aumento na conversao com o aumento da razao molar (alcool/acido).
Este comportamento ¢ semelhante ao observado na sintese do acetato de geranila e foi
vinculado ao efeito positivo do excesso de alcool, o qual atua diminuindo a acidez do meio ¢
deslocando o equilibrio no sentido dos produtos.

Em relagdo a concentragdo da enzima para ambos os derivados imobilizados, assim
como ocorreu para a sintese do acetato de geranila, verifica-se um aumento na conversao do
éster com o acréscimo dos valores dessa variavel (ensaios 1 ¢ 3,2 ¢ 4, 5¢e 7, 6 ¢ 8). Esta
tendéncia esta associada ao aumento de sitios ativos, proporcionado pelo aumento da
concentracao da enzima.

A variavel temperatura, analisada de maneira independente, apresentou um

comportamento distinto entre os derivados imobilizados. Enquanto que para a enzima
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imobilizada no suporte MCM-48[C;¢MI]|CI a temperatura apresentou um efeito positivo para
todas as condi¢des analisadas (ensaios 1 € 5,2 ¢ 6,3 e 7, 4 ¢ 8), para a enzima imobilizada no
suporte MCM-48[C4MI]CI a temperatura somente proporcionou um efeito positivo para as
menores concentragdes de enzima, ou seja, para as amostras com 7 % (ensaios 1 e 5, 2 e 6),
independente da razdo molar. Para a concentragdo de enzima equivalente a 13 %
praticamente nao houve efeito da temperatura.

Considerando as condi¢des do ponto central, observa-se um melhor desempenho na
producdo de butirato de geranila, com conversdo de 17 % para o derivado imobilizado
enzima/MCM-48[CcMI]Cl. Nos mesmos ensaios, para o derivado imobilizado
enzima/MCM-48[C4sMI]CI a conversao foi de 13 %. Essa tendéncia também foi observada na
sintese do acetato de geranila e nas atividades de esterificagdo quando foram otimizadas as
condigdes dos suportes estudados. Esse comportamento ¢ atribuido ao aumento do tamanho
da cadeia carbonica do sélido idnico.

A partir dos resultados obtidos na analise de variancia (APENDICE E), ¢ possivel a
validagdo de ambos os planejamentos, pois apresentaram valores de Feaculado (57,57 para
enzima imobilizada em MCM-48[C4MI|Cl e 6,75 para a enzima imobilizada em MCM-
48[ C1sMI]CI) maiores que 0 Fiaperado (6,16). O coeficiente de determinagao (R?) foi de 0,99 e
0,91, respectivamente.

Todos os fatores avaliados foram estatisticamente significativos (p < 0,05) e positivos
no que se refere a conversao do butirato de geranila. Analisando a interagdo entre as variaveis
observa-se para a enzima imobilizada no suporte MCM-48[C4MI] um efeito positivo para a
razao molar x temperatura. J4 para as interacdes razdo molar x concentragdo da enzima e
concentragdo da enzima X temperatura o efeito ¢ negativo. Para a enzima imobilizada no
suporte MCM-48[CcsMI|CI as interagdes entre as variaveis apresentaram um efeito negativo
apenas para a razio molar x temperatura (APENDICE F).

Os dados permitem dessa forma, a construcao das curvas de contorno apresentadas nas
Figuras 29 e 30 referente a interagdo das varidveis para a enzima imobilizada nos dois
suportes estudados, possibilitando assim a analise da tendéncia das condi¢cdes mais adequadas

que maximizam a resposta.
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Figura 29 - Curva de contorno para a conversao do butirato de geranila a partir da enzima
imobilizada em MCM-48[C4MI]|Cl
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Analisando a Figura 29 (a), que representa o efeito da interagdo entre as variaveis
concentracdo de enzima X temperatura, percebe-se que as maiores taxas de conversdo siao
apresentadas nos niveis mais elevados de concentra¢do de enzima. Para a temperatura o efeito
sobre a conversdao (%) ¢ mais pronunciado nas menores concentracdes da enzima. Com o
aumento da concentracdo de enzima o efeito da temperatura se torna menor, apresentando
para o extremo superior, com 13 %, em uma regido onde praticamente ndo vemos efeito da
temperatura sobre o rendimento.

Para as Figuras 29 (b) e 29 (c), que indicam o efeito das varidveis concentragdo de
enzima X razdo molar e razdo molar x temperatura, respectivamente, um acréscimo nos
valores de ambas as variaveis conduzem a valores mais elevados da conversdo do butirato de

geranila.

Figura 30 - Curva de contorno para a conversao do butirato de geranila a partir da enzima

imobilizada em MCM-48[C;sMI|Cl
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Analisando as Figuras 30 (a) e 30 (b), que representam o efeito da interagdo entre as
variaveis concentragdo de enzima X temperatura e concentracdo da enzima X razdo molar,
respectivamente, percebe-se que as maiores taxas de conversdo sao apresentadas nos niveis
mais elevados de todas as varidveis. Para a Figura 30 (c), que indica o efeito das varidveis
razdo molar X temperatura, um acréscimo nos valores da razdo molar em todas as faixas de
temperatura estudadas apresentam as melhores taxas de conversao.

Ao nosso conhecimento, até 0 momento, nao ha trabalhos publicados na literatura que
relatam a sintese do butirato de geranila empregando a lipase imobilizada em suportes
mesoporosos para comparagdo, porém, serdo apresentados alguns trabalhos também
utilizando lipases para sintese do referido éster. Damjanovic e colaboradores (2012) ao
aplicarem a lipase de Candida rugosa imobilizada em polimeros comerciais obtiveram 99 %
de conversdo para o butirato de geranila apos 48 h de reacdo em processo descontinuo e 78,9
% de conversao ap6s 10 h de reagdo em reator de leito fluidizado. Karra-Chaabouni e
colaboradores (2002) analisaram a influéncia da atividade de 4gua na conversao do butirato de
geranila catalisada pela lipase Mucor miehei e obtiveram 75 % de rendimento apds 75 h de
reacdo. Para a sintese desse éster as variaveis como massa do catalisador, temperatura e razao
molar também irdo influenciar nos resultados obtidos. Os valores de conversao obtidos nesse
estudo sdo importantes e promissores para a sintese do butirato de geranila.

Em relagdo ao efeito do numero de carbonos das cadeias dos acidos (4cido acético -
C,H40; e acido butirico - C4HgO,) na formacao dos ésteres estudados, observa-se que as
maiores conversdes foram alcancadas para o acido de cadeia mais curta (acido acético),
independente do derivado imobilizado empregado. Este comportamento pode ser atribuido a
estrutura do sitio ligante da CALB, que possui forma eliptica afunilada, com uma estreita
fenda. Assim, a medida que aumenta o nlimero de carbonos do agente acilante (de 2 para 4),
comega a haver um certo impedimento estérico, resultando em baixa eficiéncia da reagdo
enzimatica (PLEISS; FISCHER; SCHMID, 1998). Tendéncia semelhante foi observada por
Viskupicova e colaboradores (2010), que avaliaram a influéncia da cadeia de acidos graxos na
formagdo de ésteres de rutina e obtiveram uma diminuicdo gradual nas taxas de conversdo

conforme aumento da cadeia carbdnica dos acidos estudados.
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6 CONCLUSOES

Nesse trabalho estudou-se o processo de imobilizagao da lipase Candida antarctica B
em suporte mesoporoso do tipo MCM-48 sintetizado com dois so6lidos idnicos, cloreto de 1-
hexadecil-3metilimidazolio ([C;¢MI]Cl) e cloreto de I-tetradecil-3metilimidazolio
([C14sMI]CI).

Os suportes apresentaram caracteristicas condizentes com 0s materiais mesoporosos
de interesse e o alongamento da cadeia carbonica do sélido i6nico utilizado na sintese do
material MCM-48 influenciou diretamente no aumento da area especifica e volume de poro
do material.

Para o derivado imobilizado enzima/MCM-48[C;sMI]|Cl a partir da anélise estatistica,
foi possivel obter os niveis ideais para alcangar as melhores atividades de esterificacdo da
enzima, com otimiza¢do de modelo matematico. As variaveis otimizadas foram de 0,20 g de
enzima ¢ 1,90 % de sélido i6nico que apresentaram maxima atividade de esterificagdo de
469,61 U/g e rendimento de 822 %. Para o derivado imobilizado enzima/MCM-48[C,4sMI]|Cl,
também foi possivel obter os niveis ideais para as melhores atividades de esterificagdo da
enzima, com otimiza¢do de modelo matematico, sendo que as variaveis otimizadas foram de
0,31 g de enzima ¢ 3,35 % de so6lido idnico que apresentaram maxima atividade de
esterificacdo de 392,92 U/g e 688 % de rendimento.

A imobilizagdo atuou de maneira positiva na estabilidade ao armazenamento, pois os
derivados  imobilizados  enzima/MCM-48[C;cMI|C] e  enzima/MCM-48[C;sMI]|Cl
apresentaram atividade residual acima de 50 % quando estocados sob refrigeracdo, por 90 e
75 dias, respectivamente, sendo que nas mesmas condi¢des a enzima livre foi desativada
consideravelmente.

O processo de imobilizacdo também proporcionou um aumento na estabilidade
térmica em relagdo a enzima livre. Em 60 e 80 °C a enzima imobilizada no suporte MCM-
48[CsMI]CI reteve 96 e 44 %, respectivamente, de sua atividade inicial. Também nessas
temperaturas a enzima imobilizada em MCM-48[Ci4sMI|CI reteve 82 e 42 %,
respectivamente.

O estudo da estabilidade operacional de reuso da enzima imobilizada mostrou que ela
pode ser reutilizada por até 10 ciclos quando imobilizada em MCM-48[C,cMI]CI e por até 9
ciclos quando imobilizada em MCM-48[C4MI]CI.
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Resultados significativos foram obtidos com a utilizacdo dos biocatalisadores
desenvolvidos para obtengdo do acetato e butirato de geranila, sendo que a concentragdo da
enzima, a temperatura ¢ a razao molar dos substratos mostraram-se parametros importantes e
que afetam o rendimento das reagdes.

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que a imobilizagdo pela técnica in situ
apresentou-se eficaz, possibilitando o aprisionamento da enzima no interior da rede cristalina
do material e consequentemente dificultando sua lixiviagdo para o meio. Além disso, o
material mesoporoso do tipo MCM-48 ¢ eficiente ¢ promissor para imobilizagdo da CALB
devido sua grande area superficial, estabilidade térmica e facil recuperacdo do meio reacional.
Ademais, deve-se ressaltar o custo-beneficio do suporte, pela facilidade de sintese, uma vez
que ndo demanda altas temperaturas como a maioria dos suportes inorganicos, tornando-se

potencial para o uso em aplicac¢des industriais.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir das constata¢des durante o desenvolvimento desse trabalho, € possivel sugerir
os seguintes estudos futuros nesta area:

a) Avaliar a imobilizacdo in situ da enzima Candida antarctica B em outros
materiais mesoporosos, como por exemplo, em MCM-41;

b) Testar outras variagdes da cadeia carbonica dos sélidos i6nicos a partir do anion
cloreto e do cation imidazoélio no suporte MCM-48;

c) Aprimorar os estudos para melhorar o rendimento na aplicagdo dos derivados
imobilizados na sintese de ésteres a partir do geraniol, bem como avaliar a

estabilidade operacional de reuso para essas aplicagoes.
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APENDICE A - Anilise de variancia e coeficiente de regressio para a atividade de

esterificacdo da imobilizacao em MCM-48[C;;MI|Cl

Andlise de varidncia para a atividade de esterificacdo da imobilizagdo em MCM-48[C;sMI]|Cl
no DCCR 2* completo

Fonte de variagdo  Soma dos quadrados Graus de liberdade Quadrado médio  Fcaiculado

Regressao 141868.,08 5 28373,62 20,97
Residuo 6764,44 5 1352,89
Falta de ajuste 6691,12 3 2230,37
Erro puro 73,32 2 36,66
Total 148632,52 10
R*: 0,95

Ftabelado: 5 ’05

Coeficiente de regressio e erro padrio, valores de t ¢ p do DCCR 27 completo para
imobilizacdo em MCM-48[C;sMI|Cl

Parametros ~ Coeficiente de regressao Erro padrao t p
Média 344,41 3,50 98,52 0,000
X (L) -20,61 2,14 -9,61 0,011
X1 (Q) -95,61 2,56 -37,37 0,001
X, (L) 13,76 2.14 6,42 0,023
X, (Q) -144,96 2,56 -56,66 0,000
X1*X, 21,33 3,03 7,04 0,020

X;: s6lido i6nico (%) X,: massa de enzima (g)
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APENDICE B - Anilise de variancia e coeficiente de regressio para a atividade de

esterificacdo da imobilizacao em MCM-48[C4;MI|Cl

Analise de variancia para a atividade de esterificacdo da imobilizagdo em MCM-48[C4MI]|Cl
no DCCR 22 completo

Fonte de variagdo Soma dos quadrados Graus de liberdade Quadrado médio  Fcarcutado

Regressao 63213.82 5 12642,76 31,68
Residuo 1995,13 5 399,03
Falta de ajuste 1993,52 3 664,51
Erro puro 1,61 2 0,80
Total 65208,95 10
R*: 0,96

Ftabelado: 5 ’05

Coeficiente de regressio e erro padréo, valores de t ¢ p do DCCR 27 completo para a
imobilizacao em MCM-48[C4MI]|Cl

Parametros ~ Coeficiente de regressao Erro padrao t p
Média 361,40 0,51 714,19 0,000
X (L) 21,96 0,37 59,97 0,000
X1 (Q) -32,01 0,39 -82,65 0,000
X, (L) 13,71 0,31 44,77 0,000
X2 (Q) -96,05 0,41 -233,88 0,000
X1*X, 6,47 0,37 17,66 0,003

X;: s6lido idnico (%) X,: massa de enzima (g)
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APENDICE C - Analise de variincia para a conversio do acetato de geranila

Andlise de variancia para a conversao do acetato de geranila a partir da enzima imobilizada
em MCM-48[CsMI]C1

Fonte de variagdo Soma dos quadrados Graus de liberdade Quadrado médio  Feaiculado

Regressao 376,49 6,00 62,75 8,47
Residuo 29,65 4,00 7,41
Falta de ajuste 29,62 2,00 14,81
Erro puro 0,03 2,00 0,01
Total 406,14 10,00
R*: 0,93

Ftabelado: 6’ 16

Andlise de variancia para a conversao do acetato de geranila a partir da enzima imobilizada
em MCM-48[C;:MI]Cl

Fonte de variagdo Soma dos quadrados Graus de liberdade Quadrado médio  Feaiculado

Regressao 584,07 6,00 97,35 13,18
Residuo 29,54 4,00 7,39
Falta de ajuste 29,54 2,00 14,77
Erro puro 0,00 2,00 0,00
Total 613,62 10,00
R”: 0,95

Ftabelado: 63 16
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APENDICE D - Coeficiente de regressio e erro padrio, valores de t e p para a conversio

do acetato de geranila

Coeficiente de regressdo e erro padrdo, valores de t e p para a conversao do acetato de
geranila a partir da enzima imobilizada em MCM-48[C4MI]Cl

Parametros Coeficiente de regressao Erro padrao t p
Média 21,56 0,03 634,90 0,00
X, 3,22 0,04 80,93 0,00
X, 3,07 0,04 77,10 0,00
X; 4,23 0,04 106,25 0,00
X1*X, -1,89 0,04 -47,55 0,00
X,*X;3 2,07 0,04 -52,08 0,00
X,*X;3 1,22 0,04 30,56 0,00

X: razdo molar (4lcool/acido), X,. concentracdo da enzima imobilizada (% m/m), X;: temperatura (°C)

Coeficiente de regressdo e erro padrdo, valores de t e p para a conversao do acetato de
geranila a partir da enzima imobilizada em MCM-48[C;sMI]|Cl

Parametros ~ Coeficiente de regressao  Erro padrao t p
Média 27,66 0,01 3855,93 0,00
X, -2,07 0,01 -246,24 0,00
X, 5,81 0,01 690,50 0,00
X; 5,09 0,01 604,76 ,00
X1*X, -0,12 0,01 -14,03 0,01
X *¥X5 -0,34 0,01 -40,31 0,00
X,*X; 2,99 0,01 355,82 0,00

Xi: razao molar (alcool/acido), X,. concentracdo da enzima imobilizada (% m/m), X;: temperatura (°C)
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APENDICE E - Anilise de variincia para a conversio do butirato de geranila

Analise de variancia para a conversao do butirato de geranila a partir da enzima imobilizada
em MCM-48[CsMI]C1

Fonte de variagdo  Soma dos quadrados  Graus de liberdade Quadrado médio  Faiculado

Regresséo 151,21 6,00 25,20 57,57
Residuo 1,75 4,00 0,44
Falta de ajuste 1,72 2,00 0,86
Erro puro 0,03 2,00 0,01
Total 152,97 10,00
R 0,99

Ftabelado: 63 16

Andlise de variincia para a conversao do acetato de geranila a partir da enzima imobilizada
em MCM-48[C;sMI]|CI

Fonte de variagdo ~ Soma dos quadrados  Graus de liberdade Quadrado médio  Fcaiculado

Regressao 140,17 6,00 23,36 6,75
Residuo 13,85 4,00 3,46
Falta de ajuste 13,72 2,00 6,86
Erro puro 0,13 2,00 0,06
Total 154,02 10,00
R* 0,91

Ftabelado: 63 16
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APENDICE F - Coeficiente de regressio e erro padrio, valores de p e t para a conversio

do butirato de geranila

Coeficiente de regressdo e erro padrio, valores de p e t para a conversao do butirato de
geranila a partir da enzima imobilizada em MCM-48[C4MI]|Cl

Parametros Coeficiente de regressao Erro padrao t p
Média 13,25 0,04 364,62 0,00
X, 3,00 0,04 70,34 0,00
X, 2,36 0,04 55,45 0,00
X; 1,17 0,04 27,42 0,00
X1*X, -0,31 0,04 -7,36 0,02
X, *X; 0,55 0,04 12,97 0,01
X,*X;5 -1,60 0,04 -37,57 0,00

X,: razdo molar (4lcool/acido), X,. concentracdo da enzima imobilizada (% m/m), X;: temperatura (°C)

Coeficiente de regressdo e erro padrio, valores de p e t para a conversao do butirato de
geranila a partir da enzima imobilizada em MCM-48[C;sMI]|Cl

Parametros Coeficiente de regressao Erro padrao t p
Média 15,91 0,08 210,11 0,00
X, 3,66 0,09 41,22 0,00
X, 1,65 0,09 18,59 0,00
X; 0,59 0,09 6,63 0,02
X1*X, 0,51 0,09 5,69 0,03
X, *X; -0,56 0,09 -6,26 0,02
X,*X;5 0,69 0,09 7,78 0,02

X: razdo molar (4lcool/acido), X,. concentracdo da enzima imobilizada (% m/m), X;: temperatura (°C)
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APENDICE G - Producdes

1)

2)

3)

4)

Artigos completos publicados em periddicos

BATTISTON, C., S., Z.; FICANHA, A., M., M.; LEVANDOSKI, K.; DA SILVA, B. A.;
BATTISTON, S.; DALLAGO, R. M.; MIGNONI, M. L. Immobilization of lipase on
mesoporous molecular sieve MCM-48 obtained using ionic solid as a structure director

and esterification reaction on solvent-free. Quimica Nova, v. 40, p. 293-298, 2017.

Resumos expandidos publicados em anais de congressos

BATTISTON, C. S. Z; FICANHA, A. M. M.; DALLAGO, R. M.; MIGNONI, M.
Estabilidade operacional da lipase Candida Antarctica B (CALB) imobilizada em
MCM-48 utilizando o sélido i6nico [C;¢MI]Cl como direcionador de estrutura. In: II
CONIGTI (Congresso Internacional de Gestao, Tecnologia e Inovagdo da URI
Erechim) e III CSBEA (Congresso Sul-Brasileiro de Engenharia de Alimentos, 2016,
Erechim). Resumos de Trabalhos, 2016.

Resumos publicados em anais de congressos

BATTISTON, C. S. Z; FICANHA, A. M. M.; DALLAGO, R. M.; MIGNONI, M.
Estudo da Estabilidade da lipase Candida Antarctica do tipo B (CAL B) imobilizada em
MCM-48 utilizando [C;4MI]JCl como direcionador de estrutura. In: 2° Congreso

Iberoamericano de Ingenieros de los Alimentos, 2016, Punta del este. Restimenes

Trabajos Libres, 2016. p. 84-85.

Apresentacoes de Trabalho

ZANCHETT, C. S.; FICANHA, A. M. M.; MIGNONI, M.; DALLAGO, R. M.

Estabilidade operacional da lipase Candida Antarctica B (CALB) imobilizada em
MCM-48 utilizando o so6lido i6nico [C;sMI]CI como direcionador de estrutura. 2016. II
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Iberoamericano de Ingenieros de los Alimentos, 2016, Punta del Este.
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